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Zusammenfassung 
 
Obwohl die chronisch entzündlichen Darmkrankheiten (CED´s), mit ihren Hauptvertretern Mor-
bus Crohn und Colitis ulcerosa, relativ selten vorkommen, bedeutet eine Erkrankung oftmals 
erhebliche Beschwerden und eine massiven Einschränkung der Lebensqualität. Erschwerend 
kommt hinzu, dass die CED´s oftmals im Jugend- bzw. frühen Erwachsenenalter auftreten und 
sich die Symptome oftmals lebenslang zeigen. Neben Erwerbsausfällen der Betroffenen führen 
auch Behandlungskosten zu beträchtlichen volkswirtschaftlichen Schäden. Obwohl Morbus 
Crohn und Colitis ulcerosa multifaktoriell bedingte Erkrankungen sind, auf die unter anderem 
Umweltfaktoren oder genetische Disposition Einfluss nehmen können, ist die zugrundeliegende 
Ätiopathogenese noch weitgehend unerforscht. Ein weiterer Faktor für das Auftreten von CED´s 
kann die Störung der Integrität der Schleimhautbarriere sein. Eine maßgebliche Rolle innerhalb 
der Erneuerung der Schleimhautbarriere spielt die Enzymfamilie der Caspasen. Hierbei hat vor 
allem die Effektor-Caspase-8 eine Schlüsselposition durch die Initiierung und Durchführung von 
Apoptose. 
Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit war die Etablierung zweier Mauslinien mit darmepithelspezifi-
schen Caspase-8 Knockout, zur Untersuchung des Einflusses von Caspase-8 auf die Regene-
ration des intestinalen Epithels. Aufgrund der zwei verwendeten Methoden zur Caspase-8 Dele-
tion in den Mauslinien konnten unterschiedliche Werkzeuge zur Klärung verschiedener Frage-
stellungen kreiert werden. Das konditionale Mausmodell eignet sich aufgrund der Induzierbar-
keit zur Untersuchung der Effekte einer dysfunktionalen Caspase-8 in einem früheren Stadium, 
während sich in der konstitutiven Mauslinie langfristige Veränderungen nach Caspase-8 Deleti-
on beobachten lassen. Die morphologischen Abweichungen innerhalb der einzelnen Mauslinien 
waren weitestgehend konstant, lediglich in den induzierbaren Tieren kam es zu leichten Varian-
zen, was wahrscheinlich auf die Induktion des Knockouts zurückzuführen ist. Prinzipiell war die 
Symptomatik in beiden Mauslinien dieselbe, obwohl die morphologischen Veränderungen beim 
induzierten Tier geringfügiger ausfielen.  
Obwohl viele der beobachteten Symptome eigentlich im Wiederspruch zu den anfangs postu-
lierten Erwartungen standen, konnte ein verbesserter Einblick in die beteiligten Prozesse wäh-
rend der Regeneration der intestinalen Schleimhautbarriere und die Aufrechterhaltung der damit 
verbundenen Barrierefunktion gewonnen werden. Auffällig waren die Ähnlichkeiten der morpho-
logischen Veränderungen mit den Symptomen von Morbus Crohn, wie beispielsweise. der Ver-
lust von Paneth-Zellen oder die erhöhte Permeabilität der epithelialen Schleimhautbarriere. 
Ferner konnten Hinweise auf den Einfluss einer Caspase-8 Deletion auf Zell-Zell-Interaktionen 
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innerhalb des intestinalen Epithels gefunden werden. Ob es sich hierbei um einen auslösenden 
oder sekundären Effekt handelt, muss abschließend geklärt werden. 
Zusammenfassend konnten im Zuge dieser Arbeit die erwünschten Mauslinien etabliert und 
phänotypisiert werden. Zusätzlich ergaben sich durch eine präliminare Charakterisierung Hin-
weise auf vielversprechende Folgeexperimente, wie beispielsweise die Untersuchung der Inter-
zellularkontakte oder des Proliferationsverhaltens. 
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Summary 
 
Chronic inflammatory bowel diseases (IBDs) like Crohn's Disease  and Ulcerative Colitis indeed 
have a low prevalence but for the patients affected they represent strongly debilitating medical 
conditions with a dramatic impact on their quality of life. Furthermore these IBDs become often 
evident for the first time during adolescence or early adulthood and the symptoms continue to 
be present throughout life. Both IBD-associated sick leaves and treatment costs have a signifi-
cant financial impact on the economy. Crohn's Disease and Ulcerative Colitis are both consid-
ered to be multifactorial diseases influenced by, amongst others, environmental factors and ge-
netic predisposition. Their etiopathogenesis, however, is still largely unknown. An additional 
cause of IBDs may be an impaired integrity of the intestinal mucosa. The enzyme family of 
caspases plays an important role in the regeneration of the barrier of the intestinal mucosa. In 
particular, the effector caspase-8 is crucial in this process as an initiator and driver of apoptosis.  
The main aim of this thesis was the establishment of two mice lines where caspase-8 is specifi-
cally knocked-out in the intestinal epithelium in order to analyse the influence of caspase-8 on 
the regeneration of the same tissue. Due to the two different methods used to delete caspase-8 
in the mice lines we had distinct tools at hand to answer various questions.  
The conditional knock-out model is particularly suited to analyse the effects of a dysfunctional 
caspase-8 at an early stage while long term changes due to caspase-8 deletion could be fol-
lowed in the constitutive knock-out model.  
Morphological deviations within the two mice lines were mostly constant, with only the inducible 
animals displaying mild variations probably due the induction of the knock-out. In principle, the 
symptoms in both mice lines were the same although the morphological changes in the induced 
animals were less pronounced.  
Many of the observed symptoms were in contrast to our initial expectations. However, we ob-
tained a better insight in the processes involved during the regeneration of the intestinal mucous 
barrier and the maintenance of the associated barrier functions.  
Interestingly, the morphological changes showed similarities with the symptoms of Crohn's Dis-
ease, as for example loss of paneth cells and increased permeability of the intestinal epithelial 
mucous barrier.  Furthermore, we found signs of an effect of caspase-8 deletion on cell-cell in-
teractions within the intestinal epithelium. It will require further investigation into whether this 
effect is causative or secondary.  
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Taken together, the two desired mice lines we established and analysed for their phenotype in 
the course of this thesis. In addition, our preliminary characterisation of these animals paved the 
way for a plethora of interesting experiments that could be performed in the future, like for ex-
ample the analysis of the intercellular contacts or the proliferation behaviour.  
 
  
1 Einleitung 
1 Einleitung  
 
Der Darm (Intestinum), als wichtigster Bestandteil des Verdauungstraktes, ist ein komplexes 
Hohlorgan im Inneren von vielzelligen Tieren. Seine wichtigsten Aufgaben bestehen aus der 
Sicherstellung der Wasser- und Nahrungszufuhr des Körpers, was durch Verdauung und an-
schließende Resorption der Nährstoffe gewährleistet wird (Pschyrembel, 2012). Wegen der 
Notwendigkeit der Nahrungsaufnahme besteht ein ständiger Kontakt der Darmschleimhaut zur 
Außenwelt, wodurch das Epithel ständig mit exogenen Noxen konfrontiert wird (Rauch, 2005). 
Aus diesem Grund spielt der Verdauungstrakt eine entscheidende Rolle in der Immunabwehr 
und besitzt mit dem darmassozierten Immunsystem (GALT von engl. gut-associated lymphoid 
tissue) die größte Menge von Lymph-Gewebe im Körper (Lüllmann-Rauch, 2012; Salminen et 
al., 1998). 
Zur Verhinderung einer Invasion pathogener Substanzen in den Organismus ist außerdem die 
Aufrechterhaltung einer intakten Mukosabarrierefunktion von entscheidender Bedeutung. So 
konnte schon früh gezeigt werden, dass beispielweise eine Entzündung der Darmschleimhaut 
zu einer verminderten Integrität der Mukosa und somit zu einer erhöhten Penetration von Toxi-
nen in die Blut- und Lymphbahnen führt (Gibel et al., 1969). Zur Aufrechterhaltung der Barrie-
reintegrität ist unter anderem eine ständige Erneuerung des Darmepithels notwendig (Crosnier 
et al., 2006), was ein diffiziles Zusammenspiel von Stammzellproliferation und Apoptose vo-
raussetzt. Insgesamt zeichnet sich die Mukosa durch eine Vielzahl unterschiedlicher metaboli-
scher und immunologischer Prozesse aus, die hochkomplexe Interaktionen von verschiedens-
ten Genexpressions-Pathways erfordern. Obwohl in diesem Bereich bereits viele Erkenntnisse 
gewonnen werden konnten, sind die molekularen Feinmechanismen immer noch weitestgehend 
unaufgeklärt. Eine Schlüsselposition innerhalb dieses Prozesses hat die sogenannte Caspase-8 
inne (Lamkanfi et al., 2007). Zur Erforschung der genauen Rolle von Caspase-8 bei der Regu-
lierung dieser Prozesse sollten im Zuge dieser Arbeit geeignete Forschungsmodelle etabliert 
und erste Erkenntnisse gesammelt werden. 
Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf die Untersuchung des Dünndarms gelegt wurde, be-
ziehen sich die nachfolgenden Kapitel hauptsächlich auf den Dünndarm. 
  
  
2 Einleitung 
1.1 Aufbau des Darms 
 
Das Intestinum wird unterteilt in zwei funktionale Untereinheiten, den Dünndarm (Intestinum 
tenue) und den Dickdarm (Intestinum crassus) (Schwarze et al., 1962), die verschiedene Auf-
gabenbereiche abdecken. 
Im Dünndarm (bestehend aus: Zwölffingerdarm (Duodenum), Leerdarm (Jejunum), Krummdarm 
(Ileum)) findet zunächst die Neutralisierung des aus dem Magen kommenden Chymus statt. 
Nach dem anschließenden enzymatischen Verdau der Nahrung erfolgt die Resorption der Nah-
rungsbestandteile und der mitgeführten Flüssigkeit über die Darmschleimhaut. Durch eine er-
neute Wasserresorption im Dickdarm (bestehend aus: Blinddarm (Caecum), Grimmdarm (Co-
lon), Mastdarm (Rectum)) erfolgt die Eindickung der unverdauten Nahrungsreste, deren Gleitfä-
higkeit durch Schleimsekretion erhöht wird (Kapoor, 2011; Salomon and Achilles, 2008; Sancho 
et al., 2003).  
 
Abbildung 1-1: Übersicht Ver-
dauungssystem Maus. (mit neuer 
Beschriftung, verändert nach: 
(Schulte, 2012)) 
 
1.1.1 Der Aufbau der Darmschleimhaut  
 
Eine wichtige Grundvoraussetzung für die optimale Resorptionsleistung ist eine möglichst große 
luminale Oberfläche des Darmes. Dazu ist die Darmwand in sich gefaltet und die auskleidende 
Darmschleimhaut des Dünndarms besteht einerseits aus fingerähnlichen Zotten (Ausstülpun-
gen die in das Lumen ragen) und anderseits aus sogenannten Lieberkühn-Krypten (Vertiefun-
gen), wodurch eine enorme Oberflächenvergrößerung erreicht wird (siehe Abbildung 1-2) (Bar-
ker et al., 2008). 
  
3 Einleitung 
Wie die meisten Schleimhäute zeigt die Mukosa einen typischen dreischichtigen Aufbau. Nach 
dem luminal gelegenen Epithel (Lamina epithelialis mucosae) folgt das Bindegewebe (Submu-
kosa) und eine schmale Muskelschicht (Muscularis externa). Das Epithel selbst besteht aus 
einem einschichtigen hochprismatischen Zylinderepithel, das mit einem Bürstensaum ausge-
stattet ist, sitzt auf der Basalmembran und wird durch die Lamina propria abgeschlossen (Sa-
lomon and Achilles, 2008). Da die Mukosa maßgeblich an der bereits erwähnten Integrität der 
Barriere zwischen Darmlumen und dem Organismus beteiligt ist, ist das Epithel mit dem soge-
nannten junktionalen Komplex ausgestattet, einer strukturierten, dicht gestaffelte Ansammlung 
verschiedener Zell-Zell-Kontakte (Tight junctions, Zona adhaerens, Desmosomen) (Lüllmann-
Rauch, 2012).  
 
Abbildung 1-2: Aufbau der Dünndarmwand. Schematische Darstellung der Dünndarmwand in sequen-
tiellen Vergrößerungen. Zur Oberflächenvergrößerung ist die Wand aus in das Lumen ragenden Zotten 
aufgebaut, die wiederum von Mikrovilli bedeckt sind. In dem histologischen Schnitt (HE, 40x Vergröße-
rung), erkennt man den Aufbau der Mukosa (K=Krypte,  Z=Zotte; verändert nach: (Sanchez, 2012)) 
 
Neben den zahlreichen verschiedenen Immunzellen, die in der Mukosa vorkommen und die 
bereits erwähnte GALT bilden, wie beispielsweise mesenterische Lymphknoten, CP- und PP-
Zellen oder IgA+ Plasmazellen (Forchielli and Walker, 2005), finden sich im Epithel eine Viel-
zahl weiterer Zellen, die sich in vier Grundtypen klassifizieren lassen: Absorbierende, enteroen-
dokrine, sekretierende und Paneth-Zellen, wobei die jeweilige Anzahl der Zellen von dem 
Darmsegment abhängt. 
  
4 Einleitung 
Enterozyten (absorbierend) 
Die am häufigsten vorkommenden Zellen (ca. 90%) im Epithel sind hauptsächlich für die Re-
sorption von Nahrungsbestandteilen, Wasser und Elektrolyten zuständig. Diese hochprismati-
sche Zelle ist etwa 20 µm hoch und apikal von Mikrovilli bedeckt, deren Oberfläche durch 
Transmembranproteine die Spaltung von Oligopeptiden und Oligosacchariden katalysiert und 
diverse Spaltprodukte und Ionen in die Zelle schleusen kann. Gleichzeitig sondern sie einen 
Cocktail von hydrolytischen Enzymen in das Lumen ab (Lüllmann-Rauch, 2012; Sancho et al., 
2003).  
Becher-Zellen (sekretierend) 
Diese monozellulären Drüsenzellen, deren Anzahl in Korrelation mit der fortschreitenden Ent-
wässerung des Stuhls von proximal zu distal zunimmt, sezernieren zum Schutz vor Eigenver-
dau oder pathogenen Keimen einen glykoprotein- und glykolipidhaltigen Schleim (Mucus). Der 
Mucusgehalt der Zellen hängt mit der Position auf der Krypten-Zotte-Achse zusammen. Wäh-
rend die Zellen im Kryptenbereich noch relativ klein sind und kaum Mucus enthalten, besitzen 
sie im apikalen Zottenbereich bzw. im Oberflächenepithel bereits ihre charakteristische Becher-
form und einen hohen Sekretgehalt (Ayabe et al., 2002; Barker et al., 2008; Chang and 
Leblond, 1971).  
Enteroendokrine Zellen 
Innerhalb der Gruppe der enteroendokrinen Zellen gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Sub-
typen, die durch die Art der sekretierten Hormone (u.a. Peptidhormone, Serotonin) definiert 
werden. Die einzeln im Epithel liegenden Zellen bilden einen relativ geringen Anteil der Epithel-
zellen (<1%), kontrollieren durch die produzierten Hormone jedoch die Darmphysiologie. Im 
Gegensatz zu den enteroendokrinen Zellen, die auf der Basalmembran sitzen und keine Zu-
gang zum Darmlumen besitzen (geschlossener Typ), tragen Zellen mit Zugang zum Lumen 
Mikrovilli (offener Typ) (Schonhoff et al., 2004). 
Paneth-Zellen 
Paneth-Zellen sind merokrine Drüsenzellen, die am Kryptengrund in unmittelbarer Nähe zu den 
intestinalen Stammzellen lokalisiert sind. Sie kommen im gesamten Dünndarm vor, obwohl sie 
vermehrt im Jejunum und Ileum auftreten. Durch die Sekretion antimikrobiell wirkender Stoffe, 
wie Defensine und Lysozym tragen sie zur Regulierung der Darmflora und Abwehr von Patho-
genen bei (Bevins and Salzman, 2011; Porter et al., 2002). 
 
  
5 Einleitung 
Intestinale Stammzellen 
Alle vorkommenden Epithelzellen sind Abkömmlinge der intestinalen Stammzellen. Diese hoch-
proliferativen und multipotenten Zellen sind auf den basalen Teil der Lieberkühn´schen Krypten 
beschränkt, wo sie entweder an der Kryptenbasis (Marker: Lgr5) oder an „Position 4+“(Marker 
Bmi1) über den Paneth-Zellen lokalisiert sind (Vogan, 2012). Innerhalb dieser „Stammzellarea-
le“ kann man zwei verschiedene Arten von Zellen unterscheiden: Schnell teilende „Tochterzel-
len“, die für die Generierung von Gewebemasse zuständig sind und inaktive „Elternzellen“, die 
sich bei Bedarf wiederum durch sogenannte asymmetrische Zellteilung in Tochter- und Eltern-
zelle teilen (Barker et al., 2008). Die ständige Proliferation der undifferenzierten Stammzellen ist 
Grundvoraussetzung für eine kontinuierliche Erneuerung des Darmepithels.  
 
1.1.2 Regeneration des Schleimhautepithels 
 
Die Erneuerung des murinen Schleimhautepithels nimmt ihren Anfang in den intestinalen 
Stammzellen in den Krypten, wo sich die hochproliferativen „Tochterzellen“ etwa alle 12 – 16 h 
teilen und dadurch bis zu 200 neue Zellen pro Krypte pro Tag generieren. Nach etwa 24 - 36 h 
migrieren die neugebildeten Tochterzellen aus der Krypte und differenzieren aus, wodurch sie 
ihre Proliferationsfähigkeit verlieren. Nach weiteren 24 – 48 h habe sie dann die Zottenspitze 
erreicht und lösen sich ab. Durch die Migration und kontinuierliche Neubildung von Zellen wird 
das Epithel so etwa alle 5 Tage komplett erneuert. Einzige Ausnahme hierbei sind die Paneth-
Zellen, die eine Verweildauer in der Kryptenbasis von 18 – 23 Tagen haben (Dekaney et al., 
2009; Marshman et al., 2002; Radtke and Clevers, 2005). Da jede Zotte von bis zu 6 unabhän-
gigen Krypten umgeben ist, aus denen heraus ununterbrochen neugebildete Zellen migrieren, 
befindet sich das Epithel in einer ständigen apikalen Bewegung (siehe Abbildung 1-3). Diese 
besteht aus parallelen Abschnitten, welche ihren Ursprung in der jeweiligen Krypte haben, 
wodurch die Epithelzellen einer Zotte polyklonal sind (Yen and Wright, 2006). 
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Abbildung 1-3: Zellregeneration im Dünndarmepithel. Die proliferierenden, undifferenzierten Stamm-
zellen befinden sich im basalen Kryptenbereich. Von dort migrieren die neugebildeten Vorläufer- oder 
Tochterzellen an der Krypten-Zotten-Achse entlang, wo sie im oberen Kryptenbereich zu den jeweiligen 
Epithelzellen ausdifferenzieren (Becher-Zelle, enterendokrine Zelle, Enterozyt). Eine Ausnahme bilden 
die Paneth-Zellen, die am Kryptengrund verbleiben. Nach der Migration bis zur apikalen Zottenspitze 
setzt in den Zellen Apoptose ein und sie lösen sich in das Lumen ab (Beschriftung verändert nach: (Radt-
ke and Clevers, 2005)) 
 
Zur Aufrechterhaltung eines stabilen Gleichgewichts aus basaler Zellneubildung in den Krypten 
und apikalem Absterben bzw. Ablösung von Zellen an der apikalen Zottenspitze ist ein komple-
xer und damit auch störanfälliger Regulationsmechanismus notwendig. Wichtig hierbei ist unter 
anderem die Homöostase zwischen Apoptose und Proliferation. 
 
1.2 Überblick zu Darmerkrankungen  
 
Das Intestinum kann von zahlreichen unterschiedlichen Erkrankungen betroffen sein. Bei einem 
Großteil der bekannten Darmerkrankungen ist die zugrundeliegende Ätiologie weitestgehend 
erforscht. Eine Vielzahl der Darmerkrankungen mit einer hohen globalen Inzidenz kann auf die 
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Invasion von Pathogenen zurückgeführt werden. So ist der Ausbruch von Typhus (Salmonella 
Typhi) oder Cholera (Vibrio cholerae) beispielsweise auf bakterielle Infektionen zurückzuführen 
(Pschyrembel, 2012). Desgleichen werden die meisten entzündlichen Erkrankungen des Ma-
gen-Darm-Trakts, unter dem Begriff Gastroenteritis zusammengefasst, entweder durch die In-
vasion von verschiedenen Bakterien (u.a. Campylobacter, E. coli, Salmonella) oder aber durch 
Viren (u.a. Rotavirus, Novovirus) oder Parasiten (u.a. Giardia lamblia) ausgelöst (Elliott, 2007; 
Szajewska and Dziechciarz, 2010). Des Weiteren können allerdings auch physikalische Ursa-
chen wie Radioaktivität eine Rolle spielen. Auch die Ursachen der, in der heutigen Gesellschaft 
immer häufiger auftretenden, Nahrungsmittelintoleranzen konnten bereits weitestgehend er-
forscht werden. Die Unfähigkeit des Körpers zur ausreichenden Produktion von Enzymen (u.a. 
Lactase, Aldolase B) oder die Intoleranz auf bestimmte Proteine (u.a. Gluten) führen hier zu den 
typischen allergischen Symptome (Heyman, 2006; Rousset, 2004). 
Im Gegensatz dazu ist bei einigen der vorkommenden Darmerkrankungen die Ätiologie gegen-
wärtig noch weitestgehend unklar. Neben dem Reizdarmsyndrom, das eine sehr häufige Prä-
valenz aufweist (Quigley et al., 2006) gehören auch die chronisch entzündlichen Darmkrankhei-
ten (CED) zu dieser Gruppe. Zu den bekanntesten Vertretern in diesem Symptomkomplex zäh-
len Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Obwohl die auslösenden Ursachen dieser Krankheiten 
noch nicht bestimmt werden konnten, wird über eine mögliche Rolle einer veränderten Darmflo-
ra in der Krankheitsentstehung diskutiert wird (Marteau et al., 2004; Rescigno, 2008).  
 
1.2.1 Darmflora 
 
Die menschliche Darmflora ist ein heterogenes Gemisch von bis zu 1000 verschiedenen Bakte-
rien, Archaeen und Eukaryoten (Sears, 2005). Die bakterielle Besiedlung des Darmes beginnt 
nach der Geburt des Kindes und befindet sich im Lauf des Lebens in einem stetigen Wandel, 
wobei die Ernährung einen großen Einfluss auf die vorkommenden Bakterien hat (Faith et al., 
2011). 
Eine intakte Darmflora hat Einfluss auf eine Vielzahl verschiedener Aufgaben des Darms. So 
unterstützt sie unter anderem den Verdau von ansonsten unverdaulichen Energiesubstraten 
(Wynne et al., 2004), unterdrückt durch kompetitive Hemmung das Wachstum von schädlichen 
Mikroorganismen (Guarner and Malagelada, 2003) und unterstützt das Immunsystem (Sears, 
2005). Die Aufrechterhaltung einer intakten Darmflora ist Aufgabe der bereits erwähnten GALT. 
Um sie zu gewährleisten muss sowohl das Überleben der symbiotischen Mikroorganismen, als 
auch eine schnelle Identifizierung und Vernichtung pathogener Erreger sichergestellt werden.  
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1.2.2 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 
 
Die Entstehung von CED´s bei Menschen ist auf das Zusammenspiel einer Vielzahl verschie-
denster Faktoren zurückzuführen und die grundlegende Initiation nur unzureichend verstanden. 
So wird postuliert, dass sowohl immunologische Faktoren als auch eine genetische Disposition 
in Kombination mit exogenen Faktoren, wie z.B. eine vermehrte Aufnahme von ungesättigten 
Fettsäuren, eine Erkrankung begünstigt (Baumgart and Carding, 2007). Auch konnte bereits 
gezeigt werden, dass die vorherrschenden hygienischen Verhältnisse oder Rauchen in Zu-
sammenhang mit der Krankheitsinzidenz stehen (Okada et al., 2010). Außerdem wurde der Ein-
fluss einer gestörten Darmflora auf CED´s bereits mehrfach nachgewiesen.  
Die zwei in Mitteleuropa am häufigsten vorkommenden Formen von CED´s sind Morbus Crohn 
(MC) und Colitis ulcerosa (CU) mit einer ungefähren Inzidenz von 7 – 8 (MC) bzw. 5 – 25 (CU) 
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (Jacobsen et al., 2006; Pschyrembel, 
2012). 
 
1.2.2.1 Morbus Crohn 
 
Die Symptome des MC können über den gesamten Intestinaltrakt verteilt vorkommen, mit er-
höhter Häufigkeit im terminalen Ileum und Coecum. Typischerweise zeigt der Morbus Crohn 
einen transmuralen diskontinuierlichen Befall des Darms. Die Schleimhaut weist ein sogenann-
tes „Pflastersteinrelief“ auf. Es konnte bereits belegt werden, dass zumindest bei einem Teil der 
Patienten eine Störung in der epithelialen Barrierefunktion vorliegt, wodurch Bakterien in die 
Darmwand eindringen können und dort eine Verschlimmerung der Situation durch die Auslö-
sung weiterer inflammatorischer Prozesse nach sich ziehen (Baumgart and Sandborn, 2012; 
Marks et al., 2010). Die Reduktion der Darmflora in Morbus Crohn Patienten führt folglich oft-
mals zu einer Verbesserung der Symptome (Caradonna et al., 2000). Bereits erkrankte Patien-
ten zeigen außerdem ein vermehrtes Vorkommen von pathogenen Mikroorganismen innerhalb 
der Darmflora (Fuchs, 2010; Heimesaat et al., 2006).  
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1.2.2.2 Colitis Ulcerosa 
 
Dahingegen beschränkt sich die CU auf die Darmschleimhaut des Dickdarms, wo es bei schwe-
ren Verläufen zu Ulzerationen, Einblutung und großflächigem Verlust des Schleimhautreliefs 
kommen kann. CU tritt gewöhnlich in Schüben auf und ist mit erheblichen Beschwerden und 
einer massivem Verlust an Lebensqualität verbunden. Wie alle CED´s, wird auch die CU als 
Präkanzerose gewertet (Baumgart and Carding, 2007). Obwohl noch keine Heilung durch me-
dikamentöse Therapie gefunden wurde, bewirken neben anderer Medikamenten einige Antibio-
tika positive Effekte bei CU-Patienten (Khan et al., 2011). Wie bei MC beeinflussen die Mikroor-
ganismen der Darmflora auch die Entstehung bzw. den Ausbruch von Colitis (Lu et al., 2003; 
Sartor, 2003). 
 
1.3 Zelltod  
 
Das Absterben von Zellen innerhalb eines Organismus lässt sich in zwei grundlegend verschie-
dene Bereiche klassifizieren: So gehen Zellen, die durch äußere Einflüsse, wie z.B. Gefrier-
schock oder Detergenzien abgetötet werden, durch einen spontan auftretenden Zelltod zugrun-
de. Dieser pathologische Untergang, also der unkontrollierte zufällige Tod von Zellen, durch 
Ursachen wie Verletzung, Bakterien, Toxine oder Radioaktivität, wird als Nekrose definiert 
(Kroemer et al., 2005). Im Gegensatz dazu wird die physiologische Deletion von unerwünschten 
Zellen als Apoptose beschrieben (Kerr et al., 1972). Sie zählt zu den Grundvoraussetzungen für 
die Organisation vielzelligen Lebens, da sie für die Formgebung, die Deletion überflüssiger 
Strukturen, zur Kontrolle der Zellzahl oder zur Eliminierung virusinfizierter Zellen benötigt wird. 
Zusätzlich zu diesen altbekannten Formen des Zelltodes wurden in den ersten Jahren des neu-
en Jahrtausends Anzeichen für einen gesteuerten Zelltod unabhängig von Apoptose gefunden. 
Diese „programmierte Nekrose“ wurde erstmals im Zusammenhang mit dem Tumor Nekrose 
Faktor α (TNFα) beschrieben (Chan et al., 2003), und später als sogenannte Nekroptose be-
nannt (Degterev et al., 2005). 
 
1.3.1 Nekrose 
 
Nekrotische Zellen zeigen während des Absterbens typische morphologische Veränderungen, 
wie das Anschwellen der Zelle und seiner Organellen (Onkose). Hervorgerufen wird dieser Ef-
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fekt durch den unkontrollierten Einstrom von Ca+- und Na+-Ionen aus dem extrazellulären 
Raum in die Zelle bzw. von Ca+-Ionen aus den Mitochondrien und dem endoplasmatischen 
Retikulum in das Zytoplasma nach dem Ausfall der membranständigen Ionenpumpen. Dies 
führt u.a. zur Aktivierung von zelleigenen Proteasen und als Konsequenz davon zu einer erhöh-
ten Permeabilität der Zellmembranen. Dadurch bedingt kommt es sowohl zu einem osmotisch 
bedingten Wasserzufluss als auch zum Abbau von Proteinen durch zelleigene Enzyme, was 
letztendlich das Platzen der Zelle und seiner Organellen nach sich zieht. Die übrigen Bestand-
teile der Zelle gelangen somit in den Organismus, wodurch die Rekrutierung immunologischer 
Zellen und inflammatorische Reaktionen ausgelöst werden (siehe Abbildung 1-4) (Henriquez et 
al., 2008; Kanduc et al., 2002; Proskuryakov et al., 2003).   
 
 
Abbildung 1-4: Morphologische Veränderungen nekrotischer Zellen. Durch die Onkose der Zelle und 
dem unkontrollierten Einstrom von Ca+-Ionen kommt es zu einer erhöhten Permeabilität der Zellmemb-
ranen und dem Einströmen von Wasser. Die Zelle platzt und der Zellinhalt tritt aus (verändert nach: (Van 
Cruchten and Van Den Broeck, 2002)). 
 
Während des Prozesses der Nekrose findet nur eine zufällige DNA-Fragmentierung statt, die 
Mitochondrien weisen allerdings erhebliche Schädigungen auf.  
Die Initialisierung von nekrotischen Prozessen kann durch eine Vielzahl unterschiedlichster 
Stimuli stattfinden. So werden mittlerweile neben Traumata auch physisch- oder chemischer 
Stress, verschiedene Pathogene oder das Vorhandensein von Schaden- (DAMP; damage-
assoziated molekular pattern) bzw. Pathogen- assoziierten molekularen Mustern (PAMP; pa-
thogen-assoziated molekular pattern) zu den Nekrose induzierenden Faktoren gezählt.  
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Es konnte gezeigt werden, dass physisch-chemische Stressfaktoren wie Ischämie-Reperfusion, 
Calcium-Überschuss, DNA-Schädigungen, verschiedene Chemikalien oder Strahlung einen 
Ausbruch von Nekrose über die Erhöhung von oxidativen Stress triggern können (Tezel and 
Yang, 2004; Vanlangenakker et al., 2008). Entscheidender Faktor bei der Vermittlung dieser 
Nekroseart ist PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) (Fiorillo et al., 2006; Yu et al., 2002). Im 
Gegensatz dazu konnte der grundlegende Auslöser bei der nachgewiesenen Nekroseinduktion 
von Pathogene wie HIV1 (human immundefiency virus) (Lenardo et al., 2002), HSV-1 (Herpes 
simplex virus type-1) (Peri et al., 2011), WNV (West Nile Virus) (Chu and Ng, 2003) oder MCMV 
(Cytomegalovirus) (Upton et al., 2010) noch nicht identifiziert werden, wobei über verschiedene 
mögliche Schlüsselproteine (ASC, NLRP3) kontrovers diskutiert wird. Zur Identifikation und Ab-
wehr von Pathogene ist die Zelle mit sogenannten PRR´s (Patern recogniton receptor) ausge-
statten, die Pathogen-spezifische PARP´s erkennen können. Es gibt gewichtige Hinweise da-
rauf, dass diese PRR´s auch von benachbart liegenden, nekrotischen Zellen ausgehende 
DARP´s erkennen und infolgedessen Nekrose induzieren können (Takeuchi and Akira, 2010). 
Solche durch Liganden induzierte Nekrose wird mittlerweile unter dem Begriff Nekroptose zu-
sammengefasst und nachfolgend in einem eigenen Kapitel beschrieben (siehe 1.3.3). 
Die Detektion nekrotischer Zellen wird durch das Fehlen spezifischer in-situ-Marker erschwert, 
was eine Identifikation und somit auch die Erforschung behindert. Zwar gibt es momentan eini-
ge potentielle interzelluläre Kandidatenproteine, wie Cyclophillin A (Dana E. Christofferson and 
Yuan, 2010) oder HMGB1 (Scaffidi et al., 2002). Deren Vorkommen ist aber nicht spezifisch 
genug, und sie werden nur bei bestimmten Arten von Nekrose exprimiert. Aus diesem Grund 
wird zur Identifizierung nekrotischer Zellen eine Kombination aus HE-Färbung, Elektronenmik-
roskopie und immunhistologischen Methoden verwendet (Vanlangenakker et al., 2012). 
 
1.3.2 Apoptose  
 
Im Gegensatz zu den morphologischen Veränderungen bei einer Nekrose, ist die Apoptose Be-
standteil des zelleigenen Stoffwechsels, bei dem eine Zelle ohne Beeinflussung oder Schädi-
gung des umgebenden Gewebes zugrunde geht. Man spricht daher auch von dem „Selbst-
mordprogramm“ der Zelle (Böhm and Schild, 2003).  
Erhält eine Zelle einen apoptotischen Stimulus, erfolgt die Induzierung verschiedener Signal-
kaskaden, durch die unter anderem Proteasen wie beispielsweise Caspasen (siehe 1.4) akti-
viert werden. Diese Aktivierung führt zu einer Fragmentierung von Zell-adhäsions- und Zytos-
kellet-Proteinen, wodurch es zu der Herauslösung der Zelle aus dem umgebenden Zellverband 
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kommt. Der damit einhergehend Adhäsionsverlust führt zu einer Abrundung und einer zuneh-
menden Schrumpfung der Zelle. Im weiteren Verlauf tritt ein „membrane-blebbing“ auf, also die 
Entstehung kleiner Membranbläschen, in die auch Zellorganellen einwandern. Durch die fort-
schreitende Abschnürung zerfällt die Zelle in kleine apoptotische Körperchen, die anschließend 
mittels Phagozytose von Makrophagen verdaut werden (siehe Abbildung 1-5). Dadurch gelan-
gen keinerlei Zellbestandteile in das extrazelluläre Umfeld (Elmore, 2007; Savill and Fadok, 
2000). 
 
Abbildung 1-5: Morphologische Veränderungen apoptotischer Zellen. Im Verlauf der Apoptose 
kommt es zu einer zunehmenden Verkleinerung der Zellen und deren Kompartimente. Anschließend er-
folgt eine Abschnürung der Zellen in einzelne vesikelartige apoptotische Körperchen, die durch Phagozy-
tose verdaut werden. (Verändert nach: (Van Cruchten and Van Den Broeck, 2002)). 
 
Das Chromatin in einer apoptotischen Zelle kondensiert sich in einer Karyopyknose zu einer 
einheitlichen Masse an der Kernmembran, wodurch ein stark kondensierter Zellkern entsteht. 
Dieser stellt ein typisches Symptom einer Apoptose dar und ist gut unter dem Lichtmikroskop 
erkennbar (Kihlmark et al., 2001). Im weiteren Verlauf wird die nukleäre DNA durch Karyor-
rhexis degradiert und zerfällt in einzelne Chromatin-Körperchen (Nagata, 2000). Die Mitochond-
rien bleiben während des Prozesses der Apoptose bis zum Schluss weitestgehend intakt, da für 
die aktiven Prozesse der Apoptose Energie benötigt wird. 
Sowohl das Vorkommen von unzureichender Apoptose (Autoimmunerkrankungen, Virusinfekti-
onen, Krebs), als auch eine übermäßige Apoptose (AIDS, neurodegenerative Erkrankungen) 
können schwere pathologische Folgen nach sich ziehen (Favaloro et al., 2012). 
Grundsätzlich gibt es zwei unterschiedliche Wege der Apoptoseinduktion: den extrazellulär 
vermittelten extrinsischen Pathway (Typ I) und den intrinsischen Pathway (Typ II): 
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Intrinsischer Pathway (Typ II) 
Bei der Apoptose Typ II kommt es durch einen zellinternen apoptotischen Stimulus zur Aktivie-
rung von den proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie (Bad, Bax, Bak) (Bouillet and 
Strasser, 2002), was zur Entstehung einer Pore in der äußeren Mitochondrienmembran und 
somit zur Ausschüttung von Cytochrom C in das Zytoplasma führt, wo es zusammen mit APAF1 
(Apoptotic protease activting factor 1) das Apoptosom bildet (Milam et al., 2007). Das Apopto-
som rekrutiert Procaspase-9, das durch proteolytische Spaltung aktiviert wird und die zur 
Apoptose führenden Prozesse startet (siehe  
Abbildung 1-6) (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004; Reed et al., 2004). 
 
Abbildung 1-6: Intrinsischer Apoptose-
weg. Vereinfachte Darstellung; Entschei-
dend für die Induktion der intrinsischen 
Apoptose sind die Ausschüttung von Cy-
tochrom C und die Rekrutierung und Akti-
vierung von Procaspase-9. 
 
Extrinsischer Pathway (Typ I): 
Die extrazelluläre Apoptoseinduktion wird induziert durch Ligandenbindung an einem soge-
nannten Todesrezeptor. Dazu zählen alle Rezeptoren der TNF (Tumor necrosis factor)-
Rezeptorfamilie, bestehend u.a. aus Fas/CD95L, Trail (TNF related apoptosis inducing ligand) 
und TNFα. Diese transmembranen Rezeptoren besitzen an ihrer zytoplasmatischen Seite eine 
Todesdomäne (DD; death domain), welche durch die Ligandenbindung trimerisiert wird und 
dadurch andere DD´s rekrutieren kann. Infolgedessen erfolgt die Bindung von TRADD (TNR-
related receptor type 1-associated death domain protein), an dessen DD wiederum FADD (Fas-
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associated protein with death domain) bindet. Das Adapter-Protein FADD ist bipolar aufgebaut 
und besitzt neben der DD eine Todeseffektordomäne (DED, Death effector domain), mit der es 
die inaktive Procaspase-8 rekrutiert. Die Ligation bzw. Rekrutierung findet höchstwahrscheinlich 
aufgrund des hohen zytoplasmatischen Procaspase-8 Vorkommens statt (Induced proximity 
modell) (Shi, 2004). Zusammen mit dem an den Todesrezeptor gebundenen Liganden und 
FADD bildet Procaspase-8 den sogenannten DISC-Komplex (Death inducing signalling com-
plex), an dem sie autokatalytisch gespalten und somit aktiviert wird. Durch die aktivierte Caspa-
se-8 wird wiederum die Caspase-Kaskade getriggert, was durch positive Rückkopplung zu Akti-
vierung weiterer Procaspase-8 führt und den apoptotischen Tod der Zelle auslöst. Bei der Aus-
führung des apoptotischen Programms Typ I kommt es erst in einer sehr späten Phase zum 
Austritt von Cytochrom C aus dem Mitochondrium. Es stellt bei dieser Art von Apoptose somit 
keinen auslösender Faktor, sondern eher ein Symptom des Organnellenabbaus dar (Böhm and 
Schild, 2003; Elmore, 2007; Wong, 2011).  
  
Abbildung 1-7: Extrinsischer Apoptoseweg. 
Vereinfachte Darstellung; Durch die Bindung eines 
Todesliganden (FasL; TrailL) kommt es zur Bildung 
eines DISC-Komplexes, der inaktive Procaspe-8 
rekrutiert und mittels katalytischer Spaltung aktiviert. 
Dies führt zur Aktivierung weiterer Caspasen und 
zur Apoptoseinduktion. 
 
Es kann auch zu einem „Crosstalk“ zwischen extrinsischen und intrinsischen Weg kommen. 
Dabei wird durch aktivierte Caspase-8 das Bcl-2-Familien Mitglied Bid proteolytisch gespalten 
und sorgt für eine Cytochrom C Ausschüttung und eine weitere intrinsische Apoptoseinduzie-
rung. 
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1.3.3 Nekroptose 
 
Seit der Entdeckung der „programmierten Nekrose“ und der Definierung als Nekroptose konn-
ten bereits eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli, die für die Induzierung und die Modulation 
von Nekroptose verantwortlich sind, identifiziert werden. Dazu zählen unter anderem RIP1 (Re-
ceptor-interacting protein 1) und RIP3 (Cho et al., 2009), Mitglieder der Bcl2-Familie (Hitomi et 
al., 2008), andere verschiedene Caspase-Inhibitoren (Vercammen et al., 1998) oder reaktive 
Sauerstoffspezien (ROS, reactive oxygen species) aus den Mitochondrien (Yazdanpanah et al., 
2009). Auch die Ligation eigentlich apoptosetypischer Rezeptoren wie FAS, TNFR 1(TNF-
receptor 1), TNFR 2 oder TRAILR 1 (TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1) und 
TRAILR 2 kann zum Nekroptose-Ausbruch führen. Dazu ist oftmals die Anwesenheit transskrip-
tioneller oder translationaler Apoptoseinhibitoren nötig (Vandenabeele et al., 2010b). Somit 
kann durch die Stimulation von Todesrezeptoren auch ein Zelltod mit typisch nekrotischer Mor-
phologie auftreten. Abgesehen von den Todesrezeptoren scheint eine Nekroptoseinduktion 
auch durch die Erkennung von DAMP´s oder Pathogen-spezifischer PAMP´s durch PRR’s mög-
lich zu sein (Martinon et al., 2007). Nekroptose kann also für den Organismus ein alternatives 
Werkzeug darstellen, um Zellen mit einem Apoptose-unabhängigen Programm zu eliminieren. 
Sie stellt somit eine Möglichkeit dar, Zellen mit gestörtem Proliferations- oder Apotoseverhalten 
oder pathogeninfizierte Zellen zu vernichten.  
In der von allen nekroptotischen Pathways am besten untersuchten Variante tritt nach der Bin-
dung von TNF an den membranständigen Rezeptor TNFR 1 eine Konformationsänderung ein, 
durch die der sogenannte TNFR1 Komplex I, bestehend u.a. aus TRADD (TNF receptor-
associated death domain), RIP1 und cIAP´s (Cellular inhibitor of apoptosis proteins) gebildet 
wird. Unter Mitwirkung verschiedener Moleküle erfolgt die Internalisierung von TNFR 1 und die 
Bildung eines zytosolischen DISC-Komplexes, besser bekannt als Komplex II. Bei einer phar-
makologischen oder genetischen Blockade von Caspase-8 werden RIP1 und RIP3 phosphory-
liert und bilden das Nekrosome, den Ausgangspunkt der Nekroptose (siehe Abbildung 1-8). Vie-
le Faktoren haben Einfluss auf diese Prozesse, so ist z.B. die Ubiquitinierung und Phosphorylie-
rung von RIP1 und RIP3 maßgeblich an der Induzierung von Nekroptose beteiligt (Bader and 
Steller, 2009; Vanlangenakker et al., 2008). 
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Abbildung 1-8: Nekrotischer Apoptoseweg. 
Vereinfachte Darstellung; Durch die Liganden-
bindung am TNFR1 wird zuerst Complex I und 
nach Internalisierung desselben Complex II ge-
bildet. Bei Anwesenheit eines Caspase-8 Inhi-
bitors bildet sich aus RIP1, RIP3 und Complex II 
das Nekrosome, wodurch Nekroptose induziert 
wird. 
 
Molekularbiologisch lässt sich die Nekroptose in verschiedene Unterphase einteilen: Die Vor-
konditionierung, die Initialisierung, die Propagierung und die Ausführung mit der anschließen-
den Ausschüttung von DAMPS (Damage associated molecular patterns) (Vandenabeele et al., 
2010b). Direkt nach der TNF-Bindung kommt es zu einem Anstieg von Glykolyse und Glutami-
nolyse was zu einem erhöhten Metabolismus führt. Die Propagierungs- und Ausführungsphase 
ist gekennzeichnet von der mitochondrialen Produktion von ROS´s und dem Zugrundegehen 
der Zellorganellen (Vanden Berghe et al., 2010). 
Da die verschiedenen Arten des Zelltodes teilweise mit denselben Stimuli induziert werden und 
oftmals dieselben Signalmechanismen zugrunde liegen, ist eine klare Abgrenzung in einer Zell-
population oder einem Gewebe teilweise schwierig. Bei den beiden Arten des programmierten 
Zelltodes spielen jedoch die Caspasen eine Schlüsselrolle, wodurch sich das steigende Interes-
se und die zahlreichen Forschungsprojekte der letzten Jahre erklären. 
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1.4 Caspasen 
 
Die Caspasen (Cyteinyl-aspartate specific protease) sind eine evolutionär hoch konservierte 
Familie von Proteasen und spielen, wie bereits gezeigt, eine Schlüsselrolle in apoptotischen 
und nekrotischen Prozessen, sind aber auch an der Regulation verschiedenster zellulärer Pro-
zesse wie Proliferation, Zelldifferenzierung, Inflammation oder der Ausreifung von Lymphozyten 
beteiligt (Lamkanfi et al., 2007; Martinon and Tschopp, 2004). Aufgrund ihrer Fähigkeit zur spe-
zifischen Proteolyse werden sie auch „Executioner“-Proteine genannt. So sind bis jetzt im Men-
schen etwa 1000 Proteine identifiziert worden, die durch Caspasen gespalten werden können, 
was in etwa 5 % des gesamten humanen Proteoms entspricht (Crawford and Wells, 2011).  
Bis heute konnten im Menschen die Existenz von 15 Caspasen nachgewiesen werden (in der 
Maus 11; Caspase-1, -2, -3, -4, -6, -7, -8, -9, -11, -12, -14) (“UniProt; Protein knowlegebase,” 
2013), wobei die murinen Caspasen-11 und -12 funktionale Orthologien zu den humanen 
Caspasen-4 und -5 darstellen und die murine Caspase-10 nicht existiert (Li and Yuan, 2008). 
Allgemein lassen sich Caspasen in zwei verschiedene Gruppen einteilen: Initiator- und Effektor-
caspasen.  
Initiatorcaspasen: 
Zu den Initiatorcaspasen zählen die Caspasen-2, -8, -9 und -10, die durch Spaltung die inakti-
ven Pro-Formen der Effektorcaspasen aktivieren. Zur Bindung an entsprechende „upstream“ 
Rezeptorkomplexe und zur Interaktion mit anderen Molekülen sind sie mit langen Interaktions-
Prodomänen ausgestattet. Während die Caspasen-8 und -10 DED´s tragen, sind die Caspasen-
2 und -9 mit sogenannten CARD´s (Caspase recruitment domain) ausgestattet (siehe Abbildung 
1-9) (Bao and Shi, 2007). 
Effektorcaspasen: 
Die Caspasen-3, -6 und -7 zerlegen, nach der Spaltung durch die „upstream“ liegenden Initia-
torcaspasen, andere intrazelluläre Proteine durch proteolytische Spaltung und triggern die 
apoptotische Zerstörung der Zelle. Durch die Aktivierung von Effektorcaspasen wird eine 
Caspase-Kaskade gestartet, die sich durch positive Rückkopplung selbst verstärkt (Lamkanfi et 
al., 2007; Li et al., 2004). 
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Abbildung 1-9: Initiator- und Effektorcaspasen in Säugetieren. Die für die Apoptose relevanten vier 
Initiator- und drei Effektorcaspasen, ihre Prodomänen und die beteiligten Aktivierungskomplexe. Die Pfei-
le markieren den Ort der zur Aktivierung der Effektorcaspasen nötigen Spaltung. (Verändert nach (Bao 
and Shi, 2007)) 
 
Die Capasen-1, -4 und -5 werden weder zu den Initiator- noch zu den Effektorcaspasen ge-
rechnet, da sie eher eine Rolle in der Inflammation bzw. immunologischen Prozessen spielen 
und z.B. mit Interleukinen interagieren (LeBlanc and Saleh, 2001; Martinon and Tschopp, 
2004).  
 
1.4.1 Caspase-8  
 
Die erste Beschreibung von Caspase-8 erfolgte 1996 unter dem damaligen Namen FLICE 
(FADD-like inerleukin-1 beta converting enzyme) (Muzio et al., 1996). Weitere früher gebräuch-
liche Synonyme waren u. a. MACH (6), MCH5,  MACH alpha- 1/2/3 protein und FADD homolo-
gous ICE/CED-3-like protease (“TANTIGEN: Tumor T-cell Antigen Database,” 2009, “UniProt; 
Protein knowlegebase,” 2013). 
Caspase-8 ist, wie bereits erwähnt, ein essentieller Bestandteil der Apoptose, und kann diese 
sowohl extrinsisch wie auch intrinsisch vermitteln. So konnte in einer Vielzahl von Studien die 
protektive Eigenschaft von einer Caspase-8-Deletion auf Todesliganden-induzierte Apoptose 
nachgewiesen werden (Kang et al., 2004; Muzio et al., 1996; Varfolomeev et al., 1998). 
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Das inaktive Procaspase-8 Protein ist ein Dimer, bestehen aus 479 Aminosäuren mit einer Ge-
samtgröße von 53 bzw. 55 kDa, abhängig von der Isoform (selten auch 62 kDa; Isoform Pro-
caspase 8L) (Breckenridge, 2002). Es besteht aus zwei Untereinheiten mit je 10 und 18 kDa 
und den zur Interaktionen nötigen Prodomänen und acht codierenden Exons (“Ensembl geno-
me browser: Mus musculus,” 2013). Die inaktive Procaspase-8 ist meist in den Mitochondrien 
lokalisiert und wird erst nach Apoptosestimulation ausgeschüttet (Qin et al., 2001). Die aktiven 
Caspase-8 Enzyme sind nach der proteolytische Spaltung aus den zwei Untereinheiten aufge-
baut, welche ein Tetramer bilden und so weitere Apoptoseeffektoren aktivieren. Die abgespal-
tene Prodomäne verbleibt im Todesrezeptorkomplex. 
Die Aktivierung von Caspase-8 kann durch Zugabe bestimmter Moleküle, wie z.B. cFLIP (cellu-
lar FLICE inhibitory protein) inhibiert werden. Dieses Protein trägt eine Caspase-ähnliche DED 
und verdrängt in größeren Konzentrationen aufgrund kompetitiver Hemmung Caspase-8 von 
den Todesrezeptorkomplexen und verhindert dadurch die rezeptorinduzierte Apoptoseinduktion 
(Irmler et al., 1997). Demgegenüber können kleine Mengen von cFLIP sowohl die Aktivierung 
von Procaspase-8 durch die Bildung von heterodimerischen Komplexen mit Caspase-8 als auch 
die Expression von NF-KB fördern (Golks et al., 2006; Kataoka and Tschopp, 2004). 
Caspase-8 ist ubiquitär in alle Geweben exprimiert, wobei eine erhöhte Expression im den Leu-
kozyten des Blutes zu finden ist (Su et al., 2004). Aufgrund der weitverbreiteten Expression 
konnte bereits in einer Vielzahl von Geweben ein Zusammenhang zwischen Caspase-8 und 
zellulären Prozessen nachgewiesen werden. So schützt eine Caspase-8 Deletion in der Leber 
zwar vor entzündlicher Hepatokarzinogenese, führt aber zu RIP1/3 vermittelten Leberschädi-
gungen durch Nekroptose (Liedtke et al., 2011). Auch spielt eine Dysregulation von Caspase-8 
eine entscheidende Rolle in der Entstehung unterschiedlichster Krebsarten (u.a. Darm-, Kopf-, 
Lungen- und Halskrebs, Retionblastom, Glioblastom, Ewing-Sarkom) (Fulda, 2009). 
 
1.5 Forschungsmodelle 
 
Zur Untersuchung intestinaler Erkrankungen wurden bereits eine Vielzahl unterschiedlicher 
Krankheits- und/oder Mausmodelle etabliert. Dazu zählen unter anderem chemisch induzierte 
Krankheitsmodell wie z.B. DSS(Dextran sulfate sodium)-induzierte Colitis (Okayasu et al., 
1990), TNBS(trinitrobenzene sulfonic acid)-induzierte Colitis, Oxazolon induzierte Colits (Elson 
et al., 1995), Zelltransfermodelle (Suetsugu et al., 2013) oder physikalisch induzierte Modelle 
wie Ischämie-Reperfusion (Grootjans et al., 2011). Als ausgesprochen nützlich zur Erforschung 
der zugrundeliegenden Mechanismen innerhalb des Intestinums haben sich Mausmodelle er-
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wiesen, wozu u.a. Knockout- oder Knockdown-Modelle, transgene Mäuse und congene Stäm-
me gezählt werden. Allein für die Erforschung der CED´s gab es hier bereits 2012 mindestens 
66 verschiedene beschriebene Tiermodellen für die unterschiedlichsten Proteine  (Mizoguchi, 
2012). Eine kleine Auswahl hieraus ist in Abbildung 1-10 dargestellt. 
 
Abbildung 1-10: Tiermodell für CED´s. Zur Erforschung von CED´s gibt es eine Vielzahl unterschiedli-
cher Tiermodelle, die momentan schon nutzbar sind. Dazu zählen neben Knockout-Mäusen (pink), trans-
genen Mäusen (blau) und cogenen Mäusen (orange) auch chemisch induzierte Modelle und Zell-
Transfer-Modelle (Mizoguchi and Mizoguchi, 2010). 
 
Trotz der 2009 bereits beträchtlichen Anzahl an beschriebenen Knockout-Mauslinien mit intesti-
nalem Bezug, gab es zu Beginn meiner Arbeit keine bekannten intestinalen Caspase-8-Ko-
Mauslinien. 
 
1.5.1 Das verwendete Cre-loxP-Knockoutmausmodell 
 
Im Zuge dieser Arbeit wurde das Cre-loxP-System verwendet. Dieses molekulare System 
stammte ursprünglich aus dem Bakteriophagen P1 und diente dort der Integration des Phagen-
Genoms in den Wirtsorganismus. Die 38 kDa große Rekombinase Cre (Cyclization recombina-
tion) katalysiert die Spaltung und Neuverknüpfung von DNA, wodurch fremde DNA in ein Wirts-
genom eingeschleust werden kann. Dieses System wurde adaptiert und ursprünglich für die 
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Induktion von Gen-Expressionen in Zelllinien und transgenen Mäusen verwendet (Sauer and 
Henderson, 1988). 
 
Zur Durchführung einer solchen DNA-Einschleusung wird in einer Maus der Lokus der ge-
wünschten Rekombination von zwei 34 bp großen, sogenannten loxP (locus of crossing over (x) 
in P1)-sites flankiert, die aus 13 bp großen sich wiederholenden Sequenzen aufgebaut sind, 
separiert durch kleine 8 bp große spacer. Wird diese Maus nun mit einer transgenen, Cre-
exprimierenden Maus gekreuzt, wird in den Nachkommen die Deletion des Gens induziert. Lie-
gen in einem solchen Tier zwei loxP-Sites in gleicher Orientierung werden sie durch die Cre-
Rekombinase erkannt, worauf es zu Exzision der dazwischen liegende DNA-Sequenz kommt. 
Die jeweils im DNA-Strang und der ausgeschnittenen DNA-Sequenz verbliebenen Hälften der 
beiden loxP-Fragmente verbinden sich anschließend wieder, wodurch einerseits der DNA-
Strang wieder geschlossen wird und sich andererseits die ausgeschnittene DNA ringförmig zu-
sammenschließt. Dieser DNA-Ring wird anschließen intrazellulär abgebaut (Gu et al., 1993).  
Stellt man nun die Expression der Cre-Rekombinase unter die Kontrolle eines Gewebsspezifi-
schen Promoters (z.B. Villin = intestinales Epithel) kann man somit die Expression des ge-
wünschten Gen bzw. das Vorkommen des translatierten Proteins unterbinden. Da viele Gene in 
der Embryonalentwicklung lebensnotwendig sind, erweist sich ein Knockout in solchen Fällen 
als frühzeitig letal, was für etwa 15 % aller Gene gilt. Zur zeitlichen Determination der Knockout-
induktion wird dann eine Liganden-aktivierbare Cre-Rekombinase verwendet. Diese befindet 
sich anfangs im Zytoplasma und muss zur Aktivierung erst in den Zellkern überführt werden. 
Nach der Bindung eines künstlichen Östrogenderivats (Tamoxifen) an der dafür vorgesehenen 
Cre-ständigen Bindungsdomäne wird die Cre-Rekombinase in den Zellkern gebracht, wo das 
Ausschneiden der flankierten Sequenzen und damit die Induktion des Knockouts erfolgt (Call et 
al., 2000; Gu et al., 1994). 
Die in dieser Arbeit verwendeten Mäuse wiesen eine Flankierung der Exons 3 und 4 des 
Caspase-8 Gens mit loxP-sites auf. Die daraus resultierende Deletion führte zu einem „Frame-
shift“ und dem Abbruch der Translation nach 137 Aminosäuren, wodurch kein funktionsfähiges 
Caspase-8 mehr gebildet werden konnte (Freimuth, 2009). Diese Mäuse wurden entweder mit 
rekombinanten Villin-Cre Mäusen (konditionaler Knockout) oder mit Tamoxifen-induzierbaren 
Villin-Cre-Ert2-Mäusen gekreuzt (konstitutiver Knockout) (siehe Abbildung 1-11).  
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Abbildung 1-11: Kreuzungsschema.   Zur Generierung der unterschiedlichen Knockout-Linien wurde 
die vorhandene Casp8-Knockout-Mauslinie (B6-tg-(Casp8-P)) mit unterschiedlichen transgenen Cre-
Mäusen gekreuzt. Die Exons 3 + 4 des Caspase-8 Gens der ursprünglichen Mauslinie (A) waren mit 
loxP-sites (blau) flankiert, welche nach der Bildung eines unter Kontrollen des Villin-Promoters (grün) 
stehender Cre-Rekombinase (orange) deletiert wurden. Nach erfolgreicher Verpaarung mit B6-tg-
(VillinCre) konnte die Linie B6-tg-(VillinCre)(Casp8-P) generiert werden (B). Die Villin-spezifische Tran-
skription von cre bedingt eine Bildung von Cre-Rekombinase (orange), was wiederum eine Deletion der 
Exons III und IV und somit einen Knockout von Casp8 mit sich bringt. Bei einer Kreuzung mit der Linie 
B6-tg-(VillinCre-Ert2)(Casp8-P) wird zur Generierung des Knockouts die Zugabe von synthetischen 
Tamoxifen (rot) benötigt (C). Nach Zugabe von Tamoxifen kommt es zur Aktivierung von Cre-
Rekombinase und zur Deletion der gefloxten Exons.  
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1.6 Ziel der Arbeit 
 
Obwohl das Intestinum bei Säugetieren zu den Organen mit den größten Oberflächen zählt, 
werden die Zellen der auskleidenden Epithelschicht im Schnitt alle 2 – 5 Tage erneuert. Da 
hierzu im Kryptenbereich ständig neue Zellen gebildet werden müssen und die Zellen während 
ihrer Ausdifferenzierung in luminale Richtung migrieren, ist es notwendig die Homöostase der 
epithelialen Zellen durch die Induktion eines entgegen gerichteten Apoptoseprozesses an der 
Zottenspitze aufrecht zu erhalten. Dies ist unerlässlich um unter anderem die Integrität der mu-
cosalen Barriere zu gewährleisten. Dieser Prozess basiert auf einem komplexen Zusammen-
spiel verschiedener Signalkaskaden und Transskriptionsfaktoren. Obwohl schon einzelne Fa-
cetten dieses Prozesses aufgeklärt wurden, sind die grundlegenden molekularen Mechanismen 
nicht hinreichend erforscht. Eine Schlüsselposition innerhalb des apoptotischen Pathways ha-
ben die sogenannten Caspasen inne. Ungeachtet der Tatsache, dass die Rolle von Caspase-8 
im apoptotischen Pathway bereits in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts aufgeklärt wurde 
und es viele Forschungsergebnisse über die Rolle von Caspase-8 in verschiedenen Organen 
gibt, ist die Rolle von Caspase-8 im Schleimhautepithel des Intestinums gegenwärtig ein hoch-
kompetitives Forschungsgebiet. 
Da es sich zur Aufklärung solch organspezifischer und komplexer Prozesse empfiehlt, auf ein in 
vivo Modell zurückzugreifen, war es Ziel dieser Arbeit Mauslinien zu etablieren, mit deren Hilfe 
die Rolle von Caspase8 in den Prozessen innerhalb des Schleimhautepithel näher bestimmt 
werden kann. 
Zu diesem Zweck sollten zuerst zwei darmepithelspezifische Caspase-8- Knockout Mauslinien 
generiert, gezüchtet und phänotypisiert werden. Durch den Vergleich der Daten einer konstituti-
ven Knockout-Mauslinie, bei der sich die langfristigen Auswirkungen des Fehlens von Caspase-
8 manifestieren sollen, und einer induzierbaren Knockout Mauslinie, zur Untersuchung unmit-
telbarer Veränderungen, sollten Erkenntnisse über die Ursachen, den Ablauf und die betroffe-
nen Zelltypen etwaiger morphologischer oder molekularer Veränderungen gewonnen werden. 
In einem weiteren Schritt sollten diese Erkenntnisse vertieft und in weiterführenden in-situ-
Experimenten überprüft werden. Angesicht der Involvierung von Caspase-8 in proliferative Pro-
zesse und der Bedeutung von Apoptosen bzw. Nekrosen für eine intakte Barrierefunktion der 
Schleimhaut wurden mögliche Auswirkungen einer fehlenden Caspase-8 Expression auf diese 
Vorgänge untersucht. 
Übergeordnetes Ziel dieser Studie war die Etablierung zweier Caspase-8 Knock Out Mausli-
nien, die Bestätigung des Knockouts und eine präliminare Charakterisierung der Tiermodelle. 
  
24 Material und Methoden 
2 Material und Methoden 
 
2.1 Materialien 
 
2.1.1 Chemikalien, Lösungsmittel und Geräte 
 
2.1.1.1 Chemikalien 
 
6-Aminohexansäure     Roth, Karlsruhe 
Ammoniumacetat    Sigma-Aldrich, Steinheim   
Amphotericin B    PAA Laboratories, Cölbe 
Acetat      Sigma-Aldrich, Steinheim  
Adenosintriphosphat     Sigma-Aldrich, Steinheim  
Agarose     GIBCO, Darmstadt 
ß-Mercaptoethanol    Merck, Darmstadt 
BCIP      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Bleicitrat     Laurylab, Frankreich 
Bromphenolblau    Merck, Darmstadt 
BSA      Sigma, Aldrich Steinheim 
DAPI-Vectashield    Vector Labs, Burlingame 
Dextransulfat  (LOT:5237K)   AppliChem, Darmstadt 
Diaminobenzidine     Lab Vision/ Medac, Wedel  
Dithiothreitol      Sigma-Aldrich, Steinheim   
EDTA      Serva, Heidelberg  
Entwickler      AGFA, Köln  
Epon (Epoxy-Embedding-Kit)  Fluka, Steinheim 
Fixierer     AGFA, Köln  
Fluorescin isothiocynat-Dextran  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Formalin (40%)    Patho Med Logistik, Viersen 
Formamide (deionisiert)   AppliChem, Darmstadt 
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Fötales Kälberserum    Pan-Biotech, Aidenbach 
Gentamicin     PAA Laboratories,Cölbe 
Glutaraldehyd     Agar Scientific/Planto, Wetzlar  
Glycerin     Merck, Darmstadt 
Glycin      Roth, Karlsruhe 
Guanidin-Hydrochlorid   Roth, Karlsruhe 
Hämalaun, Mayer    Merck, Darmstadt  
HBSS      Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
HEPES      Sigma-Aldrich, Steinheim  
Hexan      Sigma-Aldrich, Steinheim  
ImmPress     Vector Labs, Burlingame 
Isofluran     Abbott, Wiesbaden 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt  
Kaliumhydroxid    Sigma-Aldrich, Steinheim  
Kaliumhydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 
Kaisers-Glyceringelatine   Sigma-Aldrich, Steinheim 
Levamisol     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Magnesiumchlorid    Sigma-Aldrich, Steinheim  
Mannitol     Sigma-Aldrich, Steinheim  
Mercaptoethanol    Merck, Darmstadt 
Milchpulver     Roth, Karlsruhe  
Natriumhydroxid     Roth, Karlsruhe  
Natriumchlorid    Merck, Darmstadt  
Natriumcitrat     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumdihydrogenphosphat   Fluka, Neu-Ulm  
Nitro-Blau-Tetrazoliumchloride  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Osmintetraoxid    Agar Scientific/Planto, Wetzlar 
Paraffin     Thermo Scientific, Karlsruhe  
Paraformaldehyd    Merck, Darmstadt 
PBS (Tabletten)    Gibco, Darmstadt 
Penicillin; Streptomycin   PAA Laboratories,Cölbe 
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Phenylmethylsulfonylfluorid   Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pikrinsäure     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Propylenoxid     Serva, Heidelberg 
PMSF      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Rimadyl, Caprofen, 10ml   Tierversuchskunde, UK Aachen 
Salzsäure     Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure    Roth, Karlsruhe  
SDS       Bio-Rad, Hercules  
Sonnenblumenöl    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Sucrose     Sigma-Aldrich, Steinheim  
Tamoxifen     Sigma-Aldrich, Steinheim  
Temgesic     Versuchstierkunde, UK Aachen 
Tissue-Tek     Sakura Finetek, Zoeterwoude, 
Triethanolamine    Roth, Karlsruhe 
Tris      Roth, Karlsruhe  
Triton      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tween      Serva, Heidelberg  
Uranylacetat     Laurylab, Frankreich 
Urea       Roth, Karlsruhe 
Vitroclud     Langenbrinck, Emmendingen  
Wasserstoffperoxid    Lab Vision/Medac, Wedel 
 
2.1.1.2 Lösungsmittel 
 
Aceton      Apotheke, UK Aachen 
Chloroform     Sigma Aldrich, Steinheim 
Eisessig     Sigma Aldrich, Steinheim 
Essigsäureanhydrid    Sigma Aldrich, Steinheim 
Ethanol     Roth, Karlsruhe 
Formaldehyd      Merck, Darmstadt 
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Formamide     Roth, Karlsruhe 
Isoamylalkohol    Sigma Aldrich, Steinheim 
Isopropanol     Merck, Darmstadt 
Phenol      Sigma Aldrich, Steinheim 
Methanol     Apotheke, UK Aachen 
Toluol      Merck, Darmstadt  
Xylol      Fischar, Saarbrücken 
 
2.1.1.3 Geräte 
 
Anestäsie-System, E-Z Anesthesia,   Braintree Scientific, Braintree 
Ausgießstation HistoCenter 2   Thermo Scientific, Karlsruhe  
Blotsystem System Mini Protean III   Biorad, München  
Carbon-Filter  ReFresh    Sartorius, Göttingen 
Cryotom HM560     Microm, Walldorf 
digitales pH-Meter Calimatic 766   Knick, Berlin 
Digitalkamera TEM     SIS Morada (11 Mpix) 
Elektrophorese-Apparatur    Serva, Heidelberg 
Feinwaage Sartorius R3005    Sartorius, Göttingen 
Fluoreszensmikroskop:    Zeiss, Oberkochen  
Axioplan2 Imaging 
Fluoreszensmikroskop Kamera:   Visitron, München 
Mpslider 16.4.4 
Gewebeeinbettautomat Shandon Excelsior  Thermo Scientific, Karlsruhe  
iQ5 RealTimePCR Gerät    BioRad, München  
Kühlzentrifuge Biofuge Primo R   Thermo Scientific, Karlsruhe 
Laborwaage (für Mäuse)    Sartorius, Göttingen 
Laborwaage Satorius 1404    Sartorius, Göttingen  
Lichtmikroskop: Axioplan2 Imaging   Zeiss, Oberkochen 
Lichtmikroskop Kamera: Colourview 3  Olympus, Tokio 
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Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A)   Heraeus, Düsseldorf 
NanoDrop ND-1000      Peqlab, Erlangen  
Optimax Röntgenfilmentwickler   Protec, Gronau 
Pipetten      Eppendorf, Hamburg 
Reinraumwerkbank Hera Safe   Heraeus, Düsseldorf 
Rotationsmikrotom  RM2145    Leica, Wetzlar  
Thermocyler compact    Eppendorf, Hamburg 
Thermomixer      Eppendorf, Hamburg  
Transmissionselektronenmikroskop   Phillips EM 400 T/TS 
TEM: EM 400 T/ST     Philips, Amsterdam 
TEM Kamera: SIS Morada    Olympus, Tokio 
Ultramikrotom      Reichert Ultracut S; FCS Leica  
Ultra Turrax Gewebemixer     IKA Labortechnik, Staufen  
Ultraschallbad Bransonic    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ultraschallhomogenisator Sonoplus   Bandelin Electronic, Berlin 
UV-Lampe      Roth, Karlsruhe  
Wasserbad      GFL, Burgwedel 
Wärmematte Gaymar für Maus-OPs  Eickemayer, Tuttlingen 
 
2.1.2 Verbrauchsmittel 
 
0,2 µm Nylonnetze     Pall Medical, Port Washington 
0,8 mm Glaskapillare     Hilgensberger, Malsfeld 
80 µm Nylonnetze     Pall Medical, Port Washington 
Blot-Papier      Biorad, München  
Deckgläser      Langenbrinck, Emmendingen  
Diabetes-Spritzen Omnicon F   B. Braun, Melsung 
Einbettkassetten     Thermo Scientific, Karlsruhe 
Hämoglobintest HemoCare    Care Diagnostica, Voerde 
Histoslides (Objektträger, adhäsiv)   Thermo Scientific, Karlsruhe 
Immobilon-P Transfer-Membra   Millipore GmbH, Schwalbach 
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Laborbehälter      Medico, Düsseldorf 
Kanülen Terumo Syringe 27G 19mm  Terumo, Leuven 
Kaisers Glyzerin Gelatine    Merck, Darmstadt 
Kodak BioMax Light Film    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Nadeln Monoject Magellan 0,91mm   Tyco Healthcare, Schaffhausen 
Mikrotomklingen     Feather/ PFM, Köln 
qRT-PCR Multiwell-Platten    PeqLab, Erlangen 
Serumeppis      Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkulturschalen 20/100mm Cell Star  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
 
2.1.3 Lösungen und Puffer 
 
Tabelle 2-1: 0,3% Guanidin-Hydrochlorid 
Komponente Volumen/Menge 
A.bidest  10 ml 
Guanidin-Hydrochlorid) 5,73 g 
DTT 0,0138 g 
 
Tabelle 2-2: 2x LSB 
Komponente Volumen/Menge 
A.bidest 8,94 ml 
4x Upper Tris 6,25 ml 
Glycerin   5,81 ml 
ß-Mercaptoethanol 2,5 ml 
SDS 1,5 g 
Bromphenolblau (0,5%) 1 ml 
 
Tabelle 2-3: 3% Glutaraldehyd-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
NaH2PO4 x 2 H2O 30,97 g 
NaH2PO4 x H2O 3,59 g 
Auf 1 l mit A.bidest auffüllen 
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Tabelle 2-4: 4% PFA in 1%PBS 
Komponente Volumen/Menge 
PBS (10x) 10 ml 
PFA  4 g 
NaOH (1 M) 700 µl 
Auf pH 7 mit HCl einstellen, auf 100 ml mit A.bidest 
auffüllen 
 
Tabelle 2-5: 10x LE-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
Glycin 144 g 
Tris 30,2 g 
Auf pH 8,8 mit 10 M NaOH einstellen, auf 1 l mit 
A.bidest auffüllen 
 
Tabelle 2-6: 10x PBS-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
NaCl 80,06 g 
Na2HPO4 x 2H2O 11,6 g 
KH2PO4 2,4 g 
KCL 2,24 g 
Mit HCl auf pH 7,4 einstellen, mit A.bidest auf 1l auf-
füllen, ggf. autoklavieren 
 
Tabelle 2-7: 10xTBE-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 107,8 g 
Borsäure  55 g 
EDTA  5,8 g 
Mit DEPC-Wasser auf 1 l auffüllen 
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Tabelle 2-8: 20x SSC-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
NaCl 175,3 g 
Natriumcitrat 88,2 g 
Mit HCl auf pH 7 einstellen, mit A.bidest auf 1l auffül-
len, autoklavieren 
 
Tabelle 2-9: Annodenpuffer I 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 36,5 g 
Mit A.bidest auf 1 l auffüllen 
 
Tabelle 2-10: Annodenpuffer II 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 365 g 
Mit A.bidest auf 1 l auffüllen 
 
Tabelle 2-11: Bouin´s-Lsg 
Komponente Volumen/Menge 
Formalin 40% 25 ml 
Eisessig 5 ml 
Pikrinsäure 5 ml 
 
Tabelle 2-12: DEPC-Wasser 
Komponente Volumen/Menge 
DEPC 0,1% (w/v) 
Mit A.bidest auffüllen, ÜN rühren, autoklavieren 
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Tabelle 2-13: HBSS-Waschpuffer  
Komponente Volumen/Menge 
HBSS 485 ml 
Pen/Strep (100 µg/ml) 5 ml  
AmphotericinB (2,5µg/ml) 5 ml 
Gentamicin (50 µg/ml) 2,5 ml 
 
Tabelle 2-14: HBSS/DTT-Waschpuffer  
Komponente Volumen/Menge 
HBSS 95 ml 
DTT 154 mg 
Mit 10% NaHCO3 auf pH 7,4 einstellen, steril filtrieren 
 
Tabelle 2-15: HBSS/EDTA-Waschpuffer  
Komponente Volumen/Menge 
HBSS 95 ml 
EDTA 37 mg 
 
Tabelle 2-16: Hybridisierungspuffer  
Komponente Volumen/Menge 
Formamid (deionisiert) 25 ml 
Dextran Sulfat 5 ml 
20x SSC 2,5 ml 
Lachssperma-DNA 0,01% (w/v) 
SDS 0,02% (w/v) 
Mit DEPC-Wasser auf 50 ml auffüllen, aliquotieren, 
bei -20°C lagern  
 
Tabelle 2-17: Kathodenpuffer 
Komponente Volumen/Menge 
6-Amminohexansäure 50,25 g 
Tris 30,2 g 
Mit A.bidest auf 1 l auffüllen 
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Tabelle 2-18: Lower-Tris-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 181,71 g 
SDS 40 ml 
Mit HCl / NaOH auf pH 8,8 einstellen, mit A.bidest auf 
1 l auffüllen 
 
Tabelle 2-19: PBS 
Komponente Volumen/Menge 
NaCl 8 g 
Na2HPO4 1,42 g 
KH2PO4 0,27 g 
KCl 0,2 g 
Mit A.bidest auf 1 l auffüllen 
 
Tabelle 2-20: PBS-Waschpuffer 
Komponente Volumen/Menge 
PBS 1 l 
DTT (frisch zugeben) 0,15 g 
Auf pH Wert 7,1 -7,4 einstellen 
 
Tabelle 2-21: Puffer 3 
Komponente Volumen/Menge 
MgCl2 9,52 g 
Tris (pH 9,5) 6,06 g 
NaCl 5,84 g 
Mit DEPC-Wasser auf 500ml auffüllen, autoklavieren 
 
Tabelle 2-22: RNAse-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
NaCl 29,22 g 
EDTA 1,46 g 
Tris-HCl, pH 7,5 1,21 g 
Mit DEPC-Wasser auf 1 l auffüllen, autoklavieren 
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Tabelle 2-23: Tail-Lysepuffer 
Komponente Volumen/Menge 
EDTA (0,5 M, pH 8) 100 ml 
10x SDS  50 ml 
Tris-HCl (1 M, pH 8) 25 ml 
NaCl (1 M) 10 ml 
Mit A.bidest auf 50 ml auffüllen, direkt vor Gebrauch 
15,4 U Proteinase K hinzugeben. 
 
Tabelle 2-24: TBS-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
1 M NaCl 30 ml 
1 M Tris, pH 7,5 20 ml 
Mit HCl auf pH 7,5 einstellen, mit A.bidest auf 1l auf-
füllen, ggf. autoklavieren 
 
Tabelle 2-25: TBST-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
1 M NaCl 30 ml 
1 M Tris, pH 7,5 20 ml 
Tween 20 2500 µl 
Mit HCl auf pH 7,5 einstellen, mit A.bidest auf 1l auf-
füllen 
 
Tabelle 2-26: TE-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
EDTA, pH 8 14,61 g 
Tris-HCl 12,11 g 
Mit DEPC-Wasser auf 1 l auffüllen, autoklavieren 
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Tabelle 2-27: TEA-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
Triethanolamine pH 8 14,92 g 
Mit DEPC-Wasser auf 1 l auffüllen, autoklavieren 
 
Tabelle 2-28: Upper-Tris-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 60,57 g 
SDS 40 ml 
Vor Zugabe von SDS mit rauchender HCl auf pH 6,8 
einstellen, mit A.bidest auf 1 l auffüllen 
 
Tabelle 2-29: Urea-DTT 
Komponente Volumen/Menge 
Urea 22,5 g 
DTT 0,0138 g 
Mit A.bidest auffüllen auf 50 ml, aliquotieren 
 
Tabelle 2-30: Weiser Methode Lsg. A 
Komponente Volumen/Menge 
KH2PO4 544 mg 
Na2HPO4  397 mg 
DTT 100 µl 
KCl 56 mg 
Natriumcitrat 3,97 g 
NaCl 2.81 g 
Mit A.bidest auf 500 ml auffüllen 
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Tabelle 2-31: Weiser Methode Lsg. B 
Komponente Volumen/Menge 
PBS 500 ml 
BSA 34,5 mg 
EDTA (0,5 M, pH 8) 1,5 ml 
DTT 250 µl 
pH auf 7,1 – 7,4 einstellen 
 
2.1.4 Software und Datenbanken 
 
Tabelle 2-32: Software und Datenbanken 
Software/Datenbanken Hersteller 
Bio-Rad iQ5 Optical System Software Biorad, München 
Dr. Jastrows EM-Atlas http://www.uni-mainz.de 
ENDNOTE Thompsom Reuters, New York 
ENSEMBLE http://www.ensembl.org 
Five analySIS softimaging system Olympus, Tokio 
Image J Rasband, Wayne 
Interaktiver Calculator (Mann-Whitney U) vassarstats.net 
Magellan Tecan, Männedorf 
Metavue Molecular Devices, Sunnyvale 
Nano ND-1000 Peqlab, Erlangen 
Nis-Elements Nikon Düsseldorf 
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
Primer3 http://www.frodo.wi.mit.edu 
SwissProt http://www.uniprot.org/ 
Tecan-I control Software Tecan, Crailsheim 
Tierbase Nielsen, Gundelfingen 
 
 
2.1.5 Molekularbiologische Kits und Reagenzien 
 
CatB 750 FAST    VisEN Medical, Bedford 
MRT-Fluoreszenz-Reagenz 
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Benzonase     Roche, Mannheim  
DNAse I     Applicam, Darmstadt 
Fugene Transfection Reagenz  Roche, Mannheim 
Hiperfect Transfection Reagenz  Qiagen, Hilden 
Lachssperma-DNA    Trevigen, Gaithersburg 
Proteinase k     Applicam, Darmstadt 
RNAse A     Quiagen, Hilden 
Trypsin     Invitrogen, Darmstadt 
 
2.1.5.1 Reagenzien für Klonierung, Transformation und Plasmidextraktion 
 
BamHI (Restriktionsenzym)   New England Biolabs, Frankfurt  
EcoRI(Restriktionsenzym)   New England Biolabs, Frankfurt  
Gelextraction Kit     Invitrogen/Gibco, Darmstadt   
LB Agar     Roth, Karlsruhe  
LB Medium      Roth, Karlsruhe  
NotI (Restriktionsenzym)   New England Biolabs, Frankfurt  
PCR Extender System   5Prime, Hamburg  
PCR Purification Kit    Qiagen, Hilden  
Plasmid Miniprep Kit    Peqlab, Erlangen  
Plasmid Maxiprep Kit    Qiagen, Hilden  
T4 DNA Ligase     New England Biolabs, Frankfurt  
TOPO TA Cloning System   Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
XbaI (Restriktionsenzym)   New England Biolabs, Frankfurt  
 
2.1.5.2 Reagenzien für Proteinbestimmung 
 
Ammoniumpersulfat    AppliChem, Darmstadt 
Dc Protein Assay    BioRad, München  
ECL Western Blotting Substrate   Thermo Scientific, Karlsruhe  
Laemmli-Probenpuffer (2x)   Sigma-Aldrich, Steinheim  
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TEMED     Bio-Rad, Hercules 
Tri Reagent     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Restore WB Stripping Buffer   Thermo Scientific, Karlsruhe 
Rotiphorese Gel 30    Roth, Karlsruhe 
Vorgefärbter Protein Marker V  PeqLab, Erlangen  
 
2.1.5.3 Reagenzien für mRNA-Quantifizierung 
 
1 kb DNA Ladder    New England Biolabs, Frankfurt  
1 kb Plus DNA Ladder   Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
dNTP-Mix     Fermentas, St. Leon-Rot  
In Situ Cell Death Detection Kit,  Roche, Mannheim 
Fluorescein 
Loading Puffer (6x)    New England Biolabs, Frankfurt 
Low molecular weight marker  New England Biolabs, Frankfurt 
Oligo-dT-Primer    Invitrogen/Gibco, Darmstadt  
RNAse Inhibitor    Roche, Mannheim 
SuperScript III Transcriptase   Invitrogen/Gibco, Darmstadt  
SYBR Green PCR-mix   Biorad, München 
 
2.1.5.4 Detektionskits und Reagenzien für Immunhistologie 
 
ABC KIT      Vector Labs, Burlingame 
Antikörperdiluent (IHC)    Medac, Wedel 
BrdU       GE Healthcare, Buckinghamshire 
Citratpuffer       DCS Diagnostics, Hamburg 
DAB Substrat Kit     Vector Labs, Burlingame 
DAPI       Abbott, Wiesbaden 
DIG RNA Labeling Kit (T7/SP6)   Roche, Mannheim 
ImmPRESS (anti rabbit Ig)    Vector Labs, Burlingame 
In Situ Cell Death Detection Kit,   Roche, Mannheim 
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Fluorescin 
Leucognost-NASDL-Kit    Merck, Darmstadt  
MOM-Kit      Vector Labs, Burlingame 
Normal-Horse-Serum     Vector Labs, Burlingame  
Waschpuffer  10x (S 3006)    Dako, Hamburg 
 
2.1.6 Primer 
 
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG, Ebersberg bezogen. Sie wurden 
lyophilisiert in einer Konzentration von ca. 30 nmol angeliefert, rehydriert und anschließend bei -
20°C gelagert. 
 
2.1.6.1 Oligonukleotide für Semi-quantitative Realtime RT-PCR Analysen 
 
Tabelle 2-33: Oligonukleotide für Semi-quantitative RT-PCR Analysen 
Gen Primer Nukleotid Sequenz (5´-3´) 
TA 
[ °C] 
Produkt-
Länge 
mBax mBax For/Rev 
CGAGCTGATCAGAACCATCA (s) 
CGTCCCGAAGTAGGAGAGGA (as) 
 
58°C 112 bp 
mDMBT1 mDMBT1 For/Rev 
AATTCCCCCAGCAAAGAAAAG (s) 
AGGAAGACTCCGCCAAAGAT (as) 
 
58°C 120 bp 
mFasR mFas For/Rev 
TCCAGAAGGACCTTGGAAAA (s) 
CCTCTCTTCATGGCTGGAAC (as) 
 
59°C 99 bd 
mFasL mFasL For/Rev 
GTTTTCTGAGCCGACCTTTG (s) 
TCATTGCACTGGAGGTATGC (as) 
 
59°C 97 bp 
mFlip mFlip For/Rev 
TATGCAAGTATGGCCCAA (s) 
CCAGGCTGCTATCTTCCA (as) 
 
63°C 178 bp 
mGapdh 
 
mGapdh 
For/Rev 
TGTTGAAGTCACAGGAGACAACCT (s) 
AACCTGCCAAGTATGATGACATCA (as) 
 
62°C 238 bp 
mIκBα 
 
mIKBA 
For/Rev 
CCAAGTACCCGGATACAGCA (s) 
CTGGCCTCCAAACACACAGT (as) 
 
60°C 150 bp 
mITGB7 mITGB7 For/Rev 
TCAAGCTACTCACTGCCTCC (s) 
TCAGCCTCAGAGCATTCAC (as) 
 
63°C 208 bp 
mOCLN mOcln1 For/Rev 
CCTGGAGGTACTGGTCTCTACG (s) 
CAACATTGGGGGGCTGTTCATC (as) 
 
60°C 220bp 
mTNFα mTNFα For/Rev 
CCTCTTCTCATTCCTGCTTGTGG (s) 
GAGAAGATGATCTGAGTGGAGG (as) 
 
62°C 263 bp 
mTRAIL mTRAIL TGGAGTCCCAGAAATCCTCA (s) 59°C 90 bp 
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For/Rev TCACCAACGAGATGAAGCAG (as) 
 
mTRAIL2 mTRAIL2 For/Rev 
CCGACAGACATCTAGCACGA 
TTACCGGAACCAGCAACTTC 
 
58°C 92 bp 
 
2.1.6.2 Oligonukleotide für Genotypisierungs-PCRs 
 
Tabelle 2-34: Oligonukleotide für Genotypisierungs-PCR Analysen 
Gen Primer Nukleotid Sequenz (5´-3´) 
TA 
[ °C] 
Produkt-
Länge 
Cre-
Rekombi-
nase 
Cre4/Cre5 
CCACGACCAAGTGACAGCAAT (s) 
TTCGGATCATCAGCTACACCA (as) 
 
57°C 596 bp 
mcasp8 
mCasp8 wt 
scr1/2 
For/Rev 
CATACTGGTTGAGAACAAGACCTGG (s) 
GCAGAGGTGACAAGAGGCCACTG (as) 
 
60°C 660 bp 
mcasp8 
FrloxPsen-
se/ 
Loxscreen2 
AACTTCGGCCGGCCAATAACTTCG (s) 
AGCAGAAAAACTTGAAGAAACTTGG (as) 
 
60°C 
ca. 
1000/650 
bp 
mcasp8 
Flp∆neosen
se/ 
Loxscreen2 
CCAGATGTATCTCTGTGCGTTTGC (s) 
AGCAGAAAAACTTGAAGAAACTTGG (as) 60°C 
ca. 
1250/750 
bp 
mcasp8 
Casp8mmEx
2AS / 
Casp8mmEx
5S 
CAATGCCCAGATTTCTCCCTAC 
ATCACAGTCTGTTCCTTTCTGTC 56°C 
770/650 
bp 
 
2.1.6.3 Oligonukleotide für sonstige PCRs 
 
Tabelle 2-35: Oligonukleotide für sonstige PCR´s 
Gen Primer Nukleotid Sequenz (5´-3´) 
TA 
[ °C] 
Produkt-
Länge 
LGR5 hLGR5for/ hLGR5rev 
GCTCGTGGCCCCTACTT 
CTGGACGGGATTTCTGTTA 
 
57°C 596 bp 
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2.1.7 Antikörper 
 
2.1.7.1 Primärantikörper 
 
Tabelle 2-36: Primärantikörper für Westernblot und Immunhistochemie 
Primärantikörper Hersteller Wirt Verwendung/Verdünnung 
Beta-Catenin Sigma-Aldrich, Steinheim Maus (mAb) WB: 1/1000 
BrdU GE Healthcare, Buckinghamshire Maus (mAb)                         IHC: RTU-Lsg. 
Casp3 (aktiv) Cell-Signaling, Beverly Kaninchen (mAb) WB:1/1000 
Casp3 (aktiv) BD Biosciences, Sparks Kaninchen (mAb)                         IHC: 1/400 
Casp8 Alexis/Enzo, Lörrach Maus (mAb) WB: 1/1000 
Casp8 Novus, Littelton Kaninchen (mAb)                         IHC: 1/50 
Claudin3 Thermo Scientific, Waltham Kaninchen (pAb)                         IHC: 1/200 
Claudin7 Spring, Pleasanton Kaninchen (pAb)                         IHC: 1/200 
DMBT1 Jan Moellenhauer 
 
Kaninchen (mAb)                         IHC: 1/250 
E-Cadherin Cell-Signaling, Beverly Maus (mAb)                         IHC: 1/25 
Flip Alexis/Enzo, Lörrach Ratte (mAb) WB: 1/1000 
mGAPDH AbD Serotec, Kidlington Kaninchen (mAb) WB: 1/1000 
HES1 Epitomics, Hamburg  Maus (mAb)                         IHC: 1/250 
Ki67 Medac, Wedel Kaninchen (mAb)                         IHC: RTU-Lsg. 
Lysozym AB online, Aachen Kaninchen (mAb)                         IHC: 1/100 
Occludin Invitrogen, Darmstadt Kaninchen (pAb)                         IHC: 1/50 
RipK1 BD Biosciences, Sparks Maus (mAb) WB: 1/250       IHC: 1:100 
RipK3 Abnova, Taipei City Kaninchen (pAb) WB: 1/500       IHC: 1/150 
Villin Cell-Signaling, Beverly Kaninchen (pAb)                         IHC: 1/100 
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2.1.7.2 Sekundärantikörper 
 
Tabelle 2-37: Sekundärantikörper für Westernblot und Immunhistochemie 
Sekundärantikörper Hersteller Verwendung/Verdünnung 
Histofine anti-Maus Poly-
mer, HRP Nichirei/ Medac, Wedel                         IHC: unverd. 
ImmPRESS anti-
Kaninchen Polymer, HRP Vector Labs, Burlingame                         IHC: unverd. 
M.O.M. anti-Maus IgG 
Reagent: biotinyliert Vector Labs, Burlingame                         IHC: 1/200 
Ziege anti-Kaninchen IgG, 
biotinyliert 
Jackson Immuno Research, 
Karlsruhe                         IHC: 1/200 
Ziege anti-Kaninchen IgG, 
HRP 
Santa Cruz, Santa Cruz 
 
WB: 1/10000 
Ziege anti-Maus IgG, HRP  Dako, Glostrup 
 
WB: 1/10000 
Ziege anti-Ratte IgG, HRP Jackson Immuno Research, Karlsruhe WB: 1/10000 
 
2.1.8 Versuchstiere 
 
Im Zuge dieser Studie wurden verschiedene Mauslinien verwendet, um geeignete Casp8-
Knockout Tiere und die dazu passenden Wildtyp Kontrollen zu erhalten. Alle verwendeten 
Mauslinien (siehe: Tabelle 2-38) basieren auf Inzuchtstämmen der Linie C57BL/6N und wurden 
im Institut für Versuchstierkunde des UK Aachen unter standardisierten Bedingungen (siehe 
2.2.1) verpaart und weitergezüchtet. Wegen der besseren Vergleichbarkeit und der leichteren 
Handhabung wurden ausschließlich Männchen für weiterführende Versuche verwendet. 
Tabelle 2-38: Verwendete Mauslinien und deren Herkunft 
Mauslinie Herkunft Funktion 
B57BL/6N Inzuchtstamm des Uk Aachen 
Wildtyp Kontrollen 
B6-tg-(Casp8-P) Dr. C. Liedtke, Med III Founder der Knockout-Mauslinien 
B6-tg-(VillinCre) Prof. Dr. C. Trautwein, Med III 
Founder Linie B6-tg(VillCre)(Casp8-
P) 
B6-tg-(VillinCre-Ert2) Prof. Dr. J. Bernhagen, Med III 
Founder Linie B6-tg(VillCre-
Ert2)(Casp8-P) 
B6-tg(VillCre)(Casp8-P) 
(Casp8 ko/ko) Zucht 
Darmspezifischer konstitutiver 
Casp8 Ko 
B6-tg(VillCre-Ert2)(Casp8-P) 
(Casp8 ∆int) 
Zucht Darmspezifischer induzierbarer 
Casp8 Ko 
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2.1.8.1 konstitutive Knockout-Mauslinie B6-tg(VillCre)(Casp8-P) 
 
Die nachfolgende Tabelle 2-39 gibt Auskunft über den Genotyp, sowie die Anzahl der gebore-
nen bzw. verwendeten Tiere der konstitutiven Casp8-knockout-Mauslinie. 
Tabelle 2-39; Anzahl, Genotyp und Geschlecht der konstitutiven Knockout-Mauslinie 
Genotyp Anzahl für Versuche verwendet 
Wildtyp (cre- oder +/+) 301 19 
Heterozygot (cre+ +/p)   80 12 
Homozygot (cre+ p/p) 78 22 
Gesamt 459 53 
 
2.1.8.2 induzierbare KO-Mauslinie B6-tg(VillCre-Ert2)(Casp8-P) 
 
Die nachfolgende Tabelle 2-40 gibt Auskunft über die Anzahl der geborenen bzw. verwendeten 
männlichen Tiere der konditionellen Casp8-knockout-Mauslinie. Da es sich hierbei um eine In-
zuchtlinie handelt, war der Genotyp stets homozygot (cre+ p/p). 
Tabelle 2-40: Anzahl, Genotyp und Geschlecht der induzierbaren Knockout-Mauslinie 
Genotyp Anzahl für Versuche verwendet 
Homozygot (cre+ p/p) 270 165 
 
2.2 Tierexperimentelle Methoden 
 
2.2.1 Maushaltung 
 
Sämtliche Arbeiten mit Mäusen wurden dem Tierschutzgesetz entsprechend durchgeführt und 
es lag eine entsprechende Genehmigung des LANUV NRW vor (Aktenzeichen Tierversuchsge-
nehmigung: 8.8750.10.35.08.189). 
Alle für die Züchtung, Aufrechterhaltung und Untersuchung der transgenen Linien „B6-
tg(VillCre)(Casp8-P)“ und „B6-tg(VillCre-Ert2)(Casp8-P)“ verwendeten Mäuse wurden, unter 
Einhaltung der tierrechtlichen Bestimmungen (“Empfehlungen zur Planung und Durchführung 
von Tierversuchen,” 1995), im Institut für Versuchstierkunde im Uniklinikum Aachen (Leitung: 
Univ.-Prof. Dr. med. Renè H. Tolba) gehalten. Die Tiere wurden, abgesehen von den Zuchtkäfi-
gen, nach Geschlecht getrennt, in durchsichtigen Polycarbonatkäfigen (Makrolonkäfige Typ II 
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oder Typ III, je nach Gruppengröße) untergebracht (ten Haaf, 2010). Um einen möglichst stö-
rungsfreien Biorhythmus der Tiere zu gewährleisten und den Einfluss der Haltungsbedingungen 
auf die experimentellen Ergebnisse zu minimieren, wurden in den Haltungsräume möglichst 
konstante klimatische Bedingungen (Temperatur: 19-21 °C; Luftfeuchtigkeit: 50-60 %) und ein 
zwölfstündiger Tag-Nacht-Rhythmus eingehalten. Sowohl autoklaviertes pelletiertes Zuchtfutter 
als auch sterilisiertes Leitungswasser wurde „ad libidum“ zu Verfügung gestellt. Zur Überprü-
fung etwaiger Erreger bzw. Infektionen wurden die Tiere monatlich mittels Sentinels entspre-
chend der GV-SOLAS Liste von 1995 überprüft. Das Zusammensetzen geeigneter Zuchttiere, 
die Erfassung der Mauszucht sowie die Registrierung der durchgeführten Experimente erfolgten 
über das Datenbanksystem Tierbase (siehe 2.1.4.) 
 
2.2.2 Zucht und Generierung homozygoter Tiere 
 
Als Ausgangslinie für alle in dieser Arbeit generierten Caspase-8 Knockout-Linien diente die 
von unserem Kooperationspartner Dr. Christian Liedtke zu Verfügung gestellte heterozygote 
Linie B6-tg(Casp8). Bei dieser Linie wurden, durch homologe Rekombination in Stammzellen, 
die Exons 3 und 4 des Casp8-Gens mit sogenannten loxP-Sites „gefloxt“. Die loxP-Sequenzen 
befanden sich in den Introns, wodurch die gefloxte Versions des Gens funktionstüchtig blieb 
und sich phänotypisch nicht von einem Wildtyptier unterschied. 
Diese heterozygoten „Founder“-Tiere wurden anschließend mit transgenen Cre-Mäusen (B6-
tg(VillCre)) gekreuzt, wodurch der Caspase-8 Knockout unter Kontrolle eines Villin-Promoters 
gestellt wurde (Casp8 cre+ f/ko). Da sich in dieser Linie das Cre-Tansgen unter Kontrolle des Villin-
Promotors befindet, kommt es zu einer gewebsspezifischen intestinalen Expression von Cre-
Rekombinase und in Folge dessen zu einer Exzision der gefloxten Exons, was einen perma-
nenten Knockout von Casp8 im betroffenen Gewebe (Schleimhautepithel des Darms) zur Folge 
hat. 
Trotz des relativ starken Phänotyps in der juvenilen Wachstumsphase der kreierten homozygo-
ten Casp8 Knockout-Tiere (Casp8 cre+ ko/ko), konnte eine erfolgsversprechende Zucht etabliert 
werden. Dazu wurden zur Zucht nur heterozygote weibliche Casp8cre+ f/ko-Tiere mit heterozygo-
ten männlichen Tiere (Casp8 cre- ko/ko) gekreuzt, wodurch die gewünschten Casp8 cre+ ko/ko-Tiere 
generiert wurden. Aus den Nachkommen dieser Verpaarungen wurden nur heterozygot deletier-
te bzw. Cre negativ homozygot deletierte Caspase-8 Tiere zur weiteren Züchtungen verwendet. 
Die homozygoten, Cre positiven Tieren wurden mittels Genotypisierung (siehe 2.3.8) identifiziert 
und für weitere Versuche verwendet.  
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Zur Untersuchung zeitabhängiger Fragestellungen wurde parallel eine induzierbare Caspase-8 
Linie generiert. Dazu erfolgte die Kreuzung der heterozygote Linie B6-tg(Casp8) mit der Ligan-
den-aktivierbaren Cre-Linie B6-tg(VillinCre-Ert2). Die Nachkommen der resultierende F1-
Generation (Casp8cre+ Ert2 f/ko) wurden untereinander verpaart, wodurch induzierbare homozygot 
deletierte Caspase-8 Tiere (Casp8 Ert2 ko/ko) generiert wurden. Aufgrund der Induzierbarkeit des 
Knockouts konnten bei dieser Linie homozygote Tiere sowohl zur Zucht, als auch, nach 
Tamoxifen-Induktion, zu Versuchen verwendet werden. Für Tiere, die bereits Tamoxifen indu-
ziert wurden und somit eine aktive Caspase-8 Deletion hatten, wurde die Nomenklatur Casp8∆int 
gewählt. 
Eine Übersicht der verwendeten Linien ist in Tabelle 2-38 zusammengefasst. Abbildung 1-11 
zeigt das verwendete Kreuzungsschema zur Generierung der verschiedenen Caspase-8 
Knockout-Linien. 
 
2.2.3 Induktion des Knockouts bei Linie B6-tg(VillinCre-Ert2)(Casp8-P) 
 
Da zur Generierung des konditionalen Mausmodells ein Tamoxifen-aktivierbares Cre-loxP Sys-
tem verwendet wurde, musste der Knockout, bei den zur Untersuchungen verwendeten Mäu-
sen, zuvor induziert werden. Zur Induktion wurden den Tieren 5 Tage lang pro Tag je 1 mg des 
synthetischen Östrogen-Antagonisten Tamoxifen interperitoneal (i.p.) injiziert. Dazu wurde je 10 
mg Tamoxifen (2.1.1.1) in 100 µl 100% EtOH (2.1.1.2) gelöst und anschließend auf 1 ml mit 
autoklavierten Sonnenblumenöl (2.1.1.1) aufgefüllt. Wegen der geringen Nadeldicken war zur 
Injektion i.p. die Verwendung von Diabetes-Spritzen (2.1.2) optimal. Die ungefähre biologische 
Halbwertszeit von Tamoxifen innerhalb des Mauskörpers beträgt nun ungefähr 5 – 7 Tage. 
Nach den Injektionen wurden die Tiere 7 Tage lang beobachtet um eventuelle Komplikationen 
auszuschließen und anschließend untersucht.  
 
2.2.4 Phänotypisierung 
 
Die Phänotypisierung bewertete nicht nur körperliche Parameter wie Gewicht, Größe und äuße-
res Erscheinungsbild, sondern auch auffälliges Verhalten und histologische Begutachtung. 
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2.2.4.1 Optische Phänotypisierung und Gewichtsbestimmung 
 
Um mögliche phänotypische Unterschiede zwischen Caspase-8 Knockout- und Wildtyptieren 
frühzeitig erkennen zu können, wurde sowohl das Verhalten der Tiere, als auch die Größen- 
und Gewichtszunahme der Tiere in regelmäßigen Abständen untersucht und etwaige Auffällig-
keiten protokolliert. Diese Untersuchungen konnten erst nach der Trennung von den Eltern be-
gonnen werden (Absetzten), das heißt 21 Tage nach der Geburt.  
Zur Gewichtsbestimmung wurden die Tiere in vorher austarierte Laborbehälter (2.1.2) gesetzt 
und anschließend auf einer Laborwaage gemessen. Die Gewichtsbestimmungen erfolgen je 
nach Mauslinie zu unterschiedlichen Zeitpunkten und mit verschiedenen Intervallen. Da bei der 
Linie Casp8ko/ko die Deletion permanent vorliegt, erfolgten die Messungen ungefähr ab der drit-
ten Lebenswoche. Bei der induzierbaren Linie Casp8∆int wurden die Messungen nach Beginn 
der Tamoxifen-Injektion gestartet. 
 
2.2.4.2 Histologische Bewertung 
 
Die Beurteilung des Grades der Gewebsaberrationen, die durch einen Caspase-8 Knockout 
hervorgerufen wurden fand anhand eines Scorings statt, welches ursprünglich von Dr. Sund-
berg in den Jackson Laboratorys entwickelt und für die vorliegende Arbeit angepasst wurde 
(Histo-Scoring; siehe 9.1) (Bleich, 2003). Für Bewertung der histologischen Auswirkungen der 
DSS-Colitis und der Ischämie-Reperfusion wurde ein anderes Scoring verwendet (DSS-
Scoring, siehe 9.2) (Laroui et al., 2012; Qualls et al., 2006) und den gegebenen Ansprüchen 
entsprechend modifiziert. 
Die histologische Score stellt jeweils den resultierenden Mittelwert aus drei Schnitten eines 
Darmabschnitts dar. Bei der Zählung der kondensierten Zellkerne bzw. der Paneth-Zellen pro 
Krypte wurden bei 3 unterschiedlichen Mäusen für jeden Darmabschnitt jeweils 50 einzelne 
Krypten begutachtet und ausgezählt. 
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2.2.5 Präparation von Mäusen und Organentnahme 
 
Vor Beginn einer Mauspräparation wurde das Gewicht der Tiere mittels einer Laborwaage ge-
messen und notiert. 
Zur Bestimmung der Serumwerte wurde den Tieren unmittelbar vor der Präparation durch 
Punktion des retrobulbären Venenplexus Blut abgenommen. Entsprechend der Empfehlungen 
der GV-SOLAS (GV-SOLAS, 2010) erfolgte eine kurze Vollnarkose der Tier durch Isofluran 
(2.1.1.1), woraufhin mittels einer Glaskapillare (Außendurchmesser 0,8mm) (2.1.2) 150 – 200 µl 
Blut entnommen wurden. Je nach Mauslinie wurde die Blutabnahme entweder direkt vor der 
Präparation oder vor Start der Tamoxifen-Induktion durchgeführt. 
Die Euthanasierung der Versuchstiere erfolgte, in Übereinstimmung mit dem geltenden Tier-
schutzbestimmungen, mittels zervikaler Dislokation. Anschließend wurden die Tiere mittels 
Stecknadeln an den Extremitäten auf einer flachen Unterlage fixiert und der Bauchraum vor-
sichtig geöffnet. Die zu untersuchenden Organe (Dünndarm, Dickdarm, Milz, Leber, Pankreas) 
wurden entnommen. Alle Organgewebe, außer dem Darm, wurden in zwei Hälften geteilt, von 
dem die eine Hälfte in flüssigen Stickstoff schockgefroren wurde. Die Lagerung des gewonne-
nen Gewebes zu weiteren molekularbiologischen Untersuchungen erfolgte anschließend bei -
80°C. Die andere Hälfte wurde in Einbettkassetten (2.1.2) in 4%igen Formalin (2.1.1.1) fixiert 
und darauffolgend in Paraffin eingebettet (siehe 2.4.1). 
Zur Auswaschung von Fremdkörpern wurde der Darm mit PBS (2.1.3) durchgespült. Anschlie-
ßend wurde der Darm in unterschiedliche Teilsegmente unterteilt (Dünndarm: Duodenum, Je-
junum, Ileum primär, Ileum terminal; Dickdarm: Colon primär, Colon distal) und die Länge der 
einzelnen Abschnitte gemessen. Die nachfolgende Aufbereitung des Dünn- bzw. Dickdarmge-
webes war aufgrund einer möglichst homogenen Mischung des Gewebes und der schwierige-
ren optimalen Einbettung komplizierter, und ist in Abbildung 2-1 dargestellt.  
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Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Darmpräparation: Gezeigt sind zwei der einzelnen 
Abschnitte, in die ein jeweiliges Darmsegment (z.B. Duodenum, Ileum etc.) unterteilt wird. Die Unterein-
heiten 1 (blau), 3 (lila) und 4 (orange) symbolisieren hierbei Darmsegmente, die umgehend schockgefro-
ren und bei -80°C gelagert wurden. Das Gewebematerial 1 wurde anschließenden als Reservematerial 
verwendet, das Gewebematerial 3 in Tri gelöst, wodurch RNA, DNA und Protein gewonnen werden konn-
ten und das Gewebematerial aus Segment 4 wurde als Kryoschnittmaterial verwendet. Die Segmente 2 
(grün) wurden auf Einbettpapier ausgebreitet, in Einwegkassetten eingelegt und in PFA fixiert. 
 
Nach Beendigung der Präparation wurde zu einer eventuellen „Nach-Genotypisierung“ eine 
Schwanzbiopsie entnommen und bei -20°C gelagert. 
 
2.2.6 Gewinnung von Blutserum und anschließende Untersuchungen 
 
Das während der Mauspräparation entnommene Blut (2.2.5) wurde etwa 1 h bei RT in Heparin-
beschichteten Serumeppis (2.1.2) inkubiert. Anschließend wurden die Serumeppis auf niedriger 
Geschwindigkeit (ca. 5000 rpm) in einer Kühlzentrifuge (2.1.1.3) 5 min zentrifugiert. Nach vor-
sichtiger Abnahme des hämoglobinfreien Serums im Überstand wurde es in ein neues Gefäß 
überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Im Institut für Versuchstierkunde 
erfolgte die weiterführende Bestimmung der Transaminasen AST (Aspartat-Aminotransferase) 
und ALT (Alanin-Aminotransferase). Diese sogenannten „Leberwerte“ sind ein Indikator für 
eventuell vorkommende Entzündungen. Unbehandelte Tiere mit einem auffälligen AST- bzw. 
ALR- Wert wurden von nachfolgenden Analysen ausgeschlossen. 
 
2.2.7 Weiser-Methode 
 
Zur Isolierung von unterschiedlichen epithelialen Schichten im Krypten- und Villibereich des 
Dünndarms wurde ein sequentieller, fraktionierter Verdau durchgeführt. Dazu wurde eine in den 
70er Jahren bei Menschen entwickelte mechanische Methode (Weiser, 1973), die mithilfe leich-
ter Vibrationen Epithelzellen löst, auf die Maus adaptiert. Zur verbesserten Ablösung der 
Epithelzellen wurden zusätzlich EDTA-haltige Puffer verwendet. Essentiell bei der Methoden-
etablierung waren die genaue Bestimmung der Länge der Verdauungszyklen und die optimale 
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EDTA-Konzentration der Puffer. In der nachfolgenden Abbildung 2-2 ist die schematische Dar-
stellung der Methode gezeigt. 
 
Abbildung 2-2: Darstellung der Weiser Methode. Nach der Präparation wurden die einzelnen Darm-
segmente in EDTA-haltigem Puffer geschüttelt. Die während der einzelnen Behandlungsabschnitte gelös-
ten Epithelzellen wurden in unterschiedlichen Gefäßen gesammelt. 
 
Nach der Entnahme des Darmes wurde dieser in die unterschiedlichen Darmsegmente geteilt 
und anschließend durch das duodenale Ende mit PBS-Waschpuffer (Tabelle 2-20) gespült. 
Nach einer gründlichen Säuberung erfolgte das „Inside-out“ -Drehen des Darmes, wodurch die 
Zotten des Darmes nun nach Außen zeigten. Das zum After zeigende Ende des Darmes wurde 
durch vorsichtiges Verknoten abgebunden und zusätzlich, entweder durch Klammern, oder 
durch einen chirurgischen Knoten gesichert. Das verschlossene Darmsegmentinnere wurde bis 
zu ca. 50% mit purem PBS gefüllt und das duodenale Ende mittels Klammerns verschlossen. 
Der somit aufgeblasene Darm wurde anschließend 10 min unter leichtem Schütteln bei 37°C in 
Weiser-Lsg. A (Tabelle 2-30) inkubiert. Nach vorsichtiger Überführung in ein Gefäß mit Weiser-
Lsg. B (Tabelle 2-31) wurde das Darmsegment bis zum festgelegten Zeitpunkt bei 37 °C ge-
schüttelt. Die jeweilige Lsg. B wurde nach der Behandlung gesammelt und bei 4°C gelagert. 
Nach mehrmaligen Versuchen haben sich die folgenden Verdauzeiten als optimal herausge-
stellt:  
Tabelle 2-41: Zeitdauer der einzelnen Weiserfraktionen 
Fraktion  Zeit 
I  16 min Verdau 
II  14 min Verdau 
III  14 min Verdau 
IV  25 min Verdau 
V  35 min Verdau 
 
  
50 Material und Methoden 
Im Anschluss an die Beendigung des Verdauens wurden alle gesammelten Proben für 5 min 
bei 4°C und 1500 rpm zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen der so gewonnenen Pellets in 
gekühltem PBS, wurden die Proben in vorgekühlte Eppis überführt und weitere 5 min bei 4°C 
und 1500 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde entnommen, eingefroren und bei        
- 80°C gelagert.  
Die Güte der Fraktionierung und des durchgeführten Verdau wurde abschließend mittels Wes-
tern-Blot und Mikroskopie verifiziert. 
 
2.2.8 Induzierbare Pathophysiologie 
 
Zur Untersuchung eventueller Auswirkungen eines casp8 Knockouts auf entzündliche Darmer-
krankungen wurden zwei unterschiedliche künstlich induzierbare Krankheitsmodelle auswählt 
und untersucht. 
 
2.2.8.1 Dextran Sodium Sulfat (DSS)-Colitis Modell 
 
Bei der induzierbaren DSS-Colitis in der Maus kommt es zu morphologischen Veränderungen, 
die den Symptomen einer humanen Colitis ulcerosa ähneln. Histologische Aberrationen sind 
u.a. der Verlust von Krypten, Schädigung von Epithelzellen, Erosionen und Dysplasien (Elson et 
al., 1995). Um den Einfluss eines Casp8-Knockouts auf eine Colitis ulcerosa zu simulieren, 
wurde auf ein in der Universität Tokyo entwickeltes Krankheitsmodell zurückgegriffen (Okayasu 
et al., 1990), welches entsprechend modifiziert wurde (Wirtz et al., 2007). 
Als erstes wurde hierzu die Deletion von Casp8 in den zu untersuchenden Tiere der Linie B6-
tg(VillCre-Ert2)(Casp8-P) durch die Zugabe von Tamoxifen induziert (2.2.3). Sieben Tage nach 
der ersten Gabe von Tamoxifen folgte die Zuführung der zur Induktion erforderliche DSS-
Menge über das Trinkwasser. Dazu wurde das Standardtrinkwasser mit 3% DSS versetzt (Um 
Schwankungen des Reinheitsgrads zu vermeiden wurde nur DSS einer Charge verwendet 
(2.1.1.1)) und den Tieren ad libidum zur Verfügung gestellt. Nach siebentägiger DSS- Behand-
lung wurde es wiederum mit unbehandeltem Trinkwasser ausgetauscht. Nach weiten 5 Tagen 
wurden die verbleibenden Tiere getötet und seziert.  
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Während der gesamten Dauer der Behandlung wurde täglich das Gewicht der Tiere gemessen 
und der augenscheinliche Zustand der Tiere protokolliert. Zusätzlich wurde der Kot der Tiere 
mittels Hämoglobintest (2.1.2) auf gastrointestinale Blutungen untersucht. 
 
2.2.8.2 Ischämie-Reperfusions Modell 
 
Als weiteres Modell zur Untersuchung des Einflusses von Casp8 auf inflammatorische Prozes-
se wurde ergänzend das Ischämie-Reperfusion-Krankheitsmodell gewählt. Durch die Induktion 
einer Ischämie, definiert als die Reduktion bzw. Unterbrechung des Blutflusses, kommt es im 
betroffenen Gewebe zu einer Sauerstoffunterversorgung, was wiederum zu einer Schädigung 
der Gewebsstrukturen führt. Nach Wiederherstellung des Blutflusses setzten, als Folge der pri-
mären ischimären Schädigung, inflammatorische Reparaturprozesse ein. Somit können anhand 
dieses Modells sowohl proliferative als auch apoptotische bzw. nekrotische Abläufe untersucht 
werden (American Gastroenterological Association, 2000). 
Die Etablierung dieses Krankheitsmodells wurde in Kooperation mit der Universität Maastricht 
durchgeführt, jedoch wurde die dort angewendete Methode (Grootjans et al., 2011) modifiziert.  
Zur Schmerzprophylaxe erhielten die Tiere 30 min vor Operationsbeginn 4 µl Rimadyl 
(1,25mg/ml) (2.1.1.1) pro g Körpergewicht i.p. injiziert. Unmittelbar vor dem Eingriff wurden als 
weiteres Analgetikum außerdem 100 µl Temgesic (2.1.1.1) gespritzt (GV-SOLAS, 2010).  
Die anschließende Narkose erfolgte mithilfe eines Isofluran-Anästhesie-Systems (2.1.1.3) ge-
mäß Herstellerangaben. Zur Stabilisierung wurde die Körpertemperatur der Tiere während der 
gesamten OP mittels einer Wärmematte auf 39°C gehalten. Nach Durchführung eines Reflex-
tests (Zwicken der Zehen oder des Schwanzendes) erfolgten die Öffnung des Bauraumes und 
die Entnahme des Darms.  
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Abbildung 2-3: Ischämie-Reperfusion. (A) Nach Beginn der Inhalationsnarkose erfolgte die Fixierung 
des Tieres. (B) Anschließend wurde der Bauchraum vorsichtig geöffnet und der gewünschte Darmab-
schnitt entnommen (Gut zu erkennen sind die versorgenden Gefäße). 
 
Der von der Blutzufuhr abzuklemmende Darmbereich wurde mithilfe eines chirurgischen Kno-
tens und die versorgenden Gefäße mittels „Vessle-Loop-Drainage“ abgebunden. Zur Vermei-
dung einer Dehydrierung wurden die freiliegenden Organe stets mit NaCl-getränkten Tupfern 
abgedeckt. 
Nach 30 min wurden die abgebundenen Gefäße wieder geöffnet und die Blutversorgung für 30 
min wiederhergestellt. Die anschließende Tötung erfolgte, unter Narkose, per Durchtrennung 
des Zwergfells. 
Die Präparation der Organe erfolgte laut Standartprotokoll (2.2.5), wobei zwischen behandelten 
und unbehandelten Darmabschnitten unterschieden wurde. 
 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.1 RNA und Protein-Isolation aus kryokonserviertem Gewebe mittels Tri-
Reagenz 
 
Durch die Behandlung einer Gewebeprobe mit Tri-Reagenz (2.1.5.2) konnten sowohl RNA als 
auch Protein extrahiert werden.  
  
53 Material und Methoden 
Dazu wurde ein dafür vorgesehenes Gewebestück von etwa 100 mg mittels Gewebsmixer 
(2.1.1.3) zerkleinert und in 1 ml Tri-Reagenz homogenisiert. Nach der Zugabe von 200 µl ChCl3 
(2.1.1.2), 15 sekündlichem Vortexen und einer 10 minütigen Inkubation bei RT wurde das Ho-
mogenisat 15 Min lang bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dadurch erfolgte die Phasentren-
nung, wobei sich in der Chloroform-haltigen, klaren Oberphase RNA und in der Trizol-haltigen 
Unterphase die Proteine absetzten. 
Zur Isolation der RNA wurde die Oberphase abgenommen und wiederum mit 750 µl Tri-
Reagenz versetzt, kurz gevortext und abzentrifugiert. Nach einer Zugabe von 300 µl ChCl3 wur-
de wiederum 15 sek gevortext und nach 5 minütiger Inkubation, 15 min lang bei 4°C und 12000 
rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde ein neues Eppi überführt und zur RNA-Fällung 1 ml 
Isopropanol (2.1.1.2) hinzugegeben. Anschließend wurde kurz gevortext und 15 min bei RT in-
kubiert. Das nach einer weiteren 15 minütigen Zentrifugation entstandene Pellet wurde separiert 
und mit 500 µl 80%igem EtOH gewaschen und 10 min bei RT getrocknet. Das Pellet wurde da-
nach in DEPC-haltigen und mit RNAsin versetztem H2O gelöst. Die Gesamt-RNA-Konzentration 
wurde abschließend photometrisch mittels NanoDrop (siehe 2.3.3) bestimmt. 
Um eventuelle DNA-Kontaminationen aus den Proben zu entfernen wurden 5 µg Gesamt-RNA 
mit RNAse-freier DNAse (2.1.5) versetzt und 1,5 h bei 37°C inkubiert, wie in Tabelle 2-42 dar-
gestellt. Die Inaktivierung der DNA erfolgte bei 10 min Inkubation bei 75°C. 
Tabelle 2-42: DNA-Verdau 
Komponente Volumen 
Gesamt-RNA 
10x DNAse I Reaktionspuffer 
RNAse-freie DNAse I (10 U/µl) 
0,1 % DEPC-H2O 
x µl ( = µg) 
2µl 
0,5 µl 
ad 20 µl 
 
Die Extraktion der Proteine erfolgte durch Hinzufügen von 1,5 ml Isopropanol zur oben erwähn-
ten Unterphase. Nach vorsichtigem Mischen, 10 minütiger Inkubation bei RT und anschließen-
der 10 minütiger Zentrifugation bei 4°C und 12000 rpm wurde der Überstand abgenommen und 
verworfen. Zum Waschen des Pellets wurden 2ml 0,3M Guanidin-HCl in 95 % EtOH (Tabelle 
2-1) hinzugefügt und 2 min bei RT inkubiert. Nach 5 minütiger Zentrifugation bei 4°C und 
10000rpm wurde der Überstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt und 
das Pellet anschließend mit 2 ml 100 % EtOH gewaschen, kurz gevortext, 20 min bei RT inku-
biert und 5 min bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert. 
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Zur verbesserten Solubilisierung wurde das getrocknete Pellet in 250 µl 7,5 M Harnstoff / 1,8 M 
DTT (versetzt mit Proteinase-Inhibitor) aufgenommen und 1 h bei RT inkubiert. Nach einem 3 
minütigem Kochen der Probe bei 95°C und einer Sonifizierung mittels Ultraschall (2.1.1.3) wur-
de die Proteinkonzentration mittels BioRad-Assay ermittelt und die Probe bei -80°C gelagert. 
 
2.3.2 cDNA-Synthese 
 
Die Erststrang-Synthese von cDNA wurde mittels reverser Transkription durchgeführt. Als Tran-
skriptase wurde Super-Skript III (2.1.5.3) verwendet. Die eigentliche Umschreibung erfolgte in 
zwei Schritten. 
Im ersten Schritt wurden die umzuschreibende RNA und die erforderlichen Nukleotide ge-
mischt. 
Tabelle 2-43: cDNA-Synthese I 
Komponente Volumen 
Oligo dT 
RNA 
dNTP-Mix 
steriles, destilliertes H2O 
1 µl  
x µl (= 1 µg) 
1 µl (10mM) 
x µl 
gesamt 13 µl 
 
Nach einem kurzen Abzentrifugieren und 5 minütiger Inkubation auf Eis wurde in einem zweiten 
Schritt die Transkriptase hinzugefügt:  
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Tabelle 2-44: cDNA-Synthese II 
Komponente Volumen 
5x First-Strand-Buffer 
0,1 M DTT 
RNAse Inhibitor 
Super-Skript III RT 
4 µl  
1 µl  
1 µl 
1 µl 
gesamt 7 µl 
 
Die beiden Mixturen wurden vorsichtig vermischt und 60 min lang bei 50°C inkubiert. Nach einer 
weiteren 15-minütigen Inkubation auf 70°C wurde die vorhandene DNA-Konzentration photo-
metrisch bestimmt (siehe 2.3.3) und die Probe bis zur weiteren Verwendung bei  -80°C gela-
gert. 
 
2.3.3 Photometrische DNA/RNA Quantifizierung 
 
Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Experimenten ist es wichtig 
stets eine vergleichbare Menge von DNA bzw. RNA zu verwenden, wozu die Bestimmung des 
Reinheitsgrades und der vorhandenen DNA-Konzentrationen nötig ist. Zu diesem Zweck wurde 
das photometrische Messgerät NanoDrop-ND 1000 (2.1.1.3) verwendet. Durch die Messung 
der Extinktion (A) bei den Wellenlängen λ = 260 nm (Absorbtionsmaximum Nukleinsäuren) und 
λ = 280 nm (Absorbtionsmaximum Proteine) und der Verwendung der Formel: 
 
	 = 					, 
 
wobei    = Konzentration (µg/ml) 
   = Umrechnungsfaktor (µg/ml); entspricht bei RNA 40 
  	= Verdünnungsfaktor 
  	= Absorbtion bei Wellenlänge λ 
 
darstellt, konnte die Konzentration berechnet werden, da davon auszugehen ist, dass eine 
RNA/DNA-Lsg. bei λ = 260 nm die Absorption 1 aufweist.  
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Das Verhältnis von A260 zu A280 gibt Auskunft über eine mögliche Verunreinigung der Probe mit 
Proteinen. Um die Reinheit der Proben zu gewährleisten sollte das Verhältnis bei DNA Proben 
bei 1,8 – 2 liegen und bei RNA über 2. 
 
2.3.4 Primerdesign 
 
Zur Generierung passender Primer wurde anfänglich die Nukleotidsequenz des gewünschten 
Gens in der Datenbank ENSEMBLE (2.1.4) gesucht. Dort konnte die vollständige Transkript-
Sequenz inklusive aller Exons und Introns ermittelt werden. Die gewünschten Sequenzabschnit-
te (am besten Intron überspannend) wurden anschließend in die Software „Primer3“ (2.1.4) ko-
piert, wo anhand von Parametern wie z.B. Primerlänge (18-25 bp), GC-Gehalt (möglichst hoch), 
Annealing- oder Schmelztemperatur die optimalen Primer innerhalb der Sequenz ermittelt wur-
den (“Technical Tip: Primer-Design (Roche),” 2009). 
Durch das Überspannen eines Intros, dessen Nukleotid-Sequenz nicht berücksichtigt wurde, 
konnte sichergestellt werden, das die generierten Primer ausschließlich transkribierte mRNA 
detektierten.  
 
2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine analytische Methode, bei der Moleküle, ihrer Größe und 
Ladung entsprechend in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die aufgrund ihrer Phos-
phatrückstände negativ geladenen (Desoxy)-Ribonukleinsäuren wandern zur positiv geladenen 
Anode, wobei sie, dem Ogston-Siebeffekt und der Reptationstheorie entsprechend, durch die 
engmaschig verknüpften Agarosemoleküle abgebremst werden. Da eine längere Molekülkette 
während ihrer Wanderung durch die Poren der Gelmatrix auch mehr Wiederstand überwinden 
muss, erfolgt eine Größenselektion. Zur Sichtbarmachung der entstandenen DNA/RNA- Ban-
den wurde der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr) verwendet. Da EtBr in Nukleinsäu-
ren interkaliert, konnten die unterschiedlich langen DNA/RNA-Fragmente unter UV-Licht sicht-
bar gemacht und fotografiert werden (Richter, 2007).  
Je nach Größe des erwarteten Produkts und der verwendeten Nukleinsäuren wurden 1 –
 2 %ige Agarosegele verwendet. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose (2.1.1.1) in 
TBE-Puffer (Tabelle 2-7) gegeben und aufgekocht. Nach der vollständigen Lösung der Agarose 
und einer Abkühlung auf 60°C wurden 5 µg/ml EtBr hinzugegen. Die flüssige Lsg. wurde in die 
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dafür vorgesehene Gelkammer (2.1.1.3) gefüllt und mittels eines Gelkammes wurden Proben-
taschen geformt. Das ausgehärtete Gel wurde in mit EtBr (7,5 µl/100ml) gemischten TBE-Puffer 
gegeben und die DNA/RNA Proben (versetzt mit farbigem Loading-Buffer (2.1.5.3) im Verhält-
nis 1:5) in die vorbereiteten Taschen pipettiert. Als Größenstandart wurde je nach erwarteter 
Produktgröße entweder eine Tasche mit 1 kb DNA Ladder (2.1.5.3) oder 1kb Plus DNA Ladder 
mitgeführt. Ein Standard Lauf dauerte etwa 45 min bei 100 V Spannung. 
Anhand des während einer Gelelektrophorese entstandenen spezifischen Bandenmusters 
konnte so sowohl die Spezifität als auch die Quantität einer DNA/RNA-Probe ermittelt werden. 
 
2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion 
 
Um DNA messbar machen zu können benötigt man eine in vitro-Amplifikationsmethode, die 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Mithilfe des Enzyms DNA-Polymerase werden die anfängli-
chen Basenpaare in mehreren Zyklen exponentiell vervielfältigt, wobei die Produkte des voran-
gegangen Zyklus stets als Ausgangsprodukte des nachfolgenden dienen. Die eigentliche Ver-
vielfältigung besteht im Wesentlichen aus drei sich ständig wiederholenden Schritten: 
1. Denaturierung: Die Reaktionslösung, bestehend aus Template (der zu vervielfältigenden 
DNA), der thermostabilen DNA-Polymerase, synthetischen Oligonukleotiden (Primer) 
(2.1.6) und den Nukleotiden, wurde auf 95°C erhitzt, wodurch die beiden komplementä-
ren DNA-Stränge getrennt wurden. 
2. Annealing: Durch das Herabsetzen der Temperatur (meist 2 – 3°C unterhalb der 
Schmelztemperatur der Primer) verbinden sich die Primer mit dem jeweiligen komple-
mentären Abschnitt des DNA-Einzelstrangs. 
3. Elongation: Die Temperatur wurde nun wieder erhöht, bis die ideale Arbeitstemperatur 
der jeweiligen Polymerase erreicht war. Die Polymerase war nun in der Lage die zwi-
schen den jeweiligen Primern liegenden Sequenzabschnitte zu synthetisieren und somit 
zu verdoppeln (Mullis et al., 1986) 
Durch eine ständige Wiederholung dieser drei Schritte wurde so in jedem Schritt die Anzahl der 
DNA-Moleküle verdoppelt. Tabelle 2-45 stellt das verwendete Standart-PCR-Programm dar. 
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Tabelle 2-45: Standard-PCR-Programm 
Mastermix   PCR-Programm    
Komponente  Volumen  Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
dNTPs 1 µl  Denaturierung 5 min 95°C 1x 
PCR-Puffer(+MgCl) 5 µl  Denaturierung 30 sek 95°C  
Primer for/rev 0,5 µl  Annealing 30 sek 55 - 63 35x 
DNA 5 – 20 µg   Elongation 90 sek 72°C  
Taq-Polymerase 
H2O 
0,2 µl 
x  
 Elongation 10 min 72°C 1x 
    
Gesamt 25 µl     
 
Für eine Amplifikation von RNA-Proben war eine vorausgehende Umschreibung in cDNA erfor-
derlich (2.3.2). Die Qualität und Quantität der erhaltenen Proben wurde standardmäßig mittels 
Gelelektrophorese überprüft (2.3.5). 
 
2.3.7 Quantitative RT-PCR 
 
Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) ist eine Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäu-
ren die auf dem Prinzip der normalen PCR beruht, zusätzlich dazu aber die Möglichkeit der 
quantitativen Produktbestimmung bietet. Sie dient somit zur Ermittlung der relativen Genex-
pression in Echtzeit (Higuchi et al., 1992; Pfaffl, 2004).  
Für die spätere Detektion der DNA wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, der 
an doppelsträngige DNA bindet und im gebundenen Zustand blaues Licht der Wellenlänge λ = 
498 nm absorbiert und grünes Licht (λ = 521) emeritiert (“SYBR® Green Datenblatt (Sigma Ald-
rich),” 2012). Außerdem war zur Durchführung einer qRT-PCR sowohl die Generierung pas-
sende Primer (2.3.4) als auch die Determination der optimalen Reaktionsbedingungen notwen-
dig. Nachfolgend ist das etablierte Standartprotokoll einer qRT-PCR beschrieben:  
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Tabelle 2-46: qRT-PCR-Protokoll 
Mastermix   PCR-Programm    
Komponente  Volumen  Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
SYBR Green 10 µl  Denaturierung 5 min 95°C 1x 
Primer for/rev 0,5 µl  Denaturierung 15 sek 95°C  
cDNA 1 – 2 µl  Annealing 15 sek 55 - 63 33x 
H2O 7 bzw. 8 µl  Elongation 20 sek 72°C  
Gesamt 20 µl  Schmelzkurve 1 min 
15 sek 
55°C 
55°C → 95°C 
1x 
89x 
   
 
Die eigentliche Quantifizierung der amplifizierten DNA-Menge findet während der einzelnen 
Zyklen durch Fluoreszenz-Messungen statt, wobei die Fluoreszenz proportional zur DNA-
Menge ansteigt. Nach Beendigung eines Laufes konnte anhand der anfänglich vorhandenen 
DNA-Menge und des Zeitpunkts bzw. der Zyklenanzahl, an dem sich die Fluoreszenz-Signale 
der neusynthetisierten DNA erstmalig statistisch signifikant von der Hintergrundfluoreszenz un-
terscheiden, der sogenannte Crossing-Point (CT -Wert) ermittelt werden. Gleichzeit befindet 
sich die PCR zu diesem Zeitpunkt in der exponentiellen Phase, in der die optimalen Reaktions-
bedingungen vorliegen. Je früher eine Probe die sogenannte exponentielle Phase erreicht bzw. 
je kleiner der CT -Wert der entsprechenden Probe ist, desto stärker ist die Expression des ent-
sprechenden Zielgens. 
Vergleicht man nun die CT-Werte verschiedener Proben kann man so vergleichende Aussagen 
über den DNA/RNA-Gehalt unterschiedlicher Proben machen und somit Rückschlüsse auf die 
Expression ziehen. Wichtig zur richtigen Bestimmung des CT -Werts ist der Bezug zu einem 
internen Standard, wobei während dieser Arbeit GAPDH (2.1.6.1) als Standardreferenz ver-
wendet wurde:  
	C = C	Zielgen − C	Referenzgen 
Die eigentliche Berechnung der relativen Werte erfolgte mittels ∆∆CT-Methode. Dadurch wird 
die ∆CT-Differenz zweier Proben bestimmt: 
		 = 			1 − 		2 
Zur Bestimmung der absoluten Expression der Probe 2 in Relation zur Probe 1 wurde folgende 
Formel verwendet:  
 !!"#!!$ä&	'1	()	2* = 	2+,-../ 	 
 
  
60 Material und Methoden 
2.3.8 Genotypisierung 
 
Weil bei beiden verwendeten Mauslinien eine identische Deletion vorlag, konnten für beide 
transgenen Linien ähnlich entworfene Genotypisierungs-PCRs verwendet werden. Bei der indu-
zierbaren Linie musste zusätzlich die erfolgreiche Deletion nach Tamoxifenapplikation bestätigt 
werden. 
 
2.3.8.1 Isolation genomischer DNA aus murinen Schwanzspitzbiopsien 
 
Die entnommenen Schwanzbiopsien (ca. 2 cm Länge) wurden über Nacht in 700 µl Tail-Lyse-
Puffer (Tabelle 2-23), versetzt mit 20 µl Proteinase K (2.1.5), unter ständigem Schütteln inku-
biert und anschließend kurz gevortext. Nach 10minütiger Zentrifugation bei Höchstgeschwindig-
keit wurden 500 µl des Überstandes abgenommen und in ein neues Eppi überführt, wo er mit 1 
Vol. Isopropanol (2.1.1.2) versetzt wurde. Nach einem erneuten Vortexen erfolgte die Fällung 
der DNA (weißer Niederschlag), welche durch 10minütige Zentrifugation bei maximaler Ge-
schwindigkeit bei 4°C pelletiert wurde. Nach Entsorgung des Überstandes wurde das Pellet 2x 
mit 500 µl 70%igem EtOH gewaschen. Nach der Trocknung wurde die DNA in 150 µl H2O auf-
genommen, von denen 4 µl für eine nachfolgende Genotypisierungs-PCR verwendet wurden. 
 
2.3.8.2 Genotypisierungs-PCR 
 
Zur Betätigung der Integration des gewünschten Caspase-8 Knockouts in das Genom waren für 
eine vollständige Genotypisierung drei unabhängige PCRs notwendig: 
Zum Nachweis der integrierten Cre-Rekombinase wurde anfänglich eine „Cre-PCR“ durchge-
führt.  
Zur Identifizierung des Caspase-8 Wt-Allels wurden Primer (zur genauen Basenpaarfolge siehe: 
2.1.6.2) kreiert, die in der Nähe der LoxP-Sites lagen, welche bei gefloxten Tieren deletiert sind. 
Dies hatte zur Folge, dass bei heterozygoten bzw. Wildtyp (wt) Tieren ein PCR-Produkt nach-
weisbar war, während bei homozygoten Caspase-8 Tieren (ko), aufgrund der Deletion kein 
Produkt gebildet werden konnte. Bei der entgegensätzlich konzipierten Casp8-ko-PCR waren 
die Primer innerhalb der upstream LoxP-Site bzw. 390 bp hinter der downstream LoxP-site lo-
kalisiert, sodass nur bei homo- bzw. heterozygote Tieren ein Produkt gebildet werden konnte, 
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da diese PCR nur das gefloxte Allel nachweist. Zur Genotypisierung des konstitutiven Knock-
outs waren diese PCRs ausreichend. 
In der nachfolgenden Tabelle 2-47 sind die Eckdaten der verwendeten PCRs beschrieben.  
Tabelle 2-47: Genotypisierungs-PCRs 
Name Primer Produktlänge) Annealing-Temp. 
Cre-PCR 
for: Cre4 
rev: Cre5 
cre integriert: 392 bp 57°C 
Casp8-wt-PCR 
for: Casp8 wt scr1 
rev: Casp8 wt scr2 
wt/hetero: 660 bp 
ko: kein Produkt 
60°C 
Casp8-ko-PCR 
for: FrloxPsense 
rev: loxscreen2 
wt: kein Produkt 
ko/hetero: 1100 bp 
60°C 
 
In der folgenden Abbildung 2-4 ist eine schematische Darstellung der prinzipiellen Funktions-
weise der zwei Casp8-Genotypisierungs-PCRs gezeigt. 
 
 
 
Abbildung 2-4: Produktlängen der Genotypisierungs-PCRs Schematisch dargestellt sind die zwei 
unterschiedlichen Genotypisierungs-PCRs (Casp8-wt-PCR, Casp8-ko-PCR), jeweils in einem Wt- und 
einem Ko-Tier. Außerdem sind die jeweiligen Bindungsstellen der Primer (gelb/grün) markiert. Im Falle 
der Deletion oder dem Nichtvorhandensein einer Primerbindungstelle kann anschließend auch kein PCR-
Produkt gebildet werden. 
 
Da bei der induzierbaren Knockout-Mauslinie alle verwendeten Tiere homozygot Caspase-8-
defizient waren und die Effizienz der Deletion nach Tamoxifeninduktion überprüft werden muss-
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te, war hier die Durchführung einer weiteren Casp8-ko-PCR nötigt. Aufgrund der Villin-
spezifischen Expression der Cre-Rekombinase musste zur Durchführung dieser PCR DNA aus 
dem Darm bereits induzierter Tiere verwendet werden. War die Caspase-8 Deletion erfolgreich, 
wurde ein Produkt von 650 bp Größe, bei keiner oder einer unvollständigen Deletion wurde ein 
längeres Produkt mit 1100 bp gebildet, wie in Abbildung 2-5 gezeigt. Wegen der Komplexität 
der Tamoxifenaufnahme innerhalb des Körpers und der Fehlermöglichkeiten während der Ap-
plikation war eine Überprüfung der Ko-Effizienz zwingend erforderlich. Durch einen densitomet-
rischen Vergleich der beiden resultierenden Produktmengen konnte die Effizienz des Knockouts 
bestimmt werden. 
 
Abbildung 2-5: Produktlängen der Genotypisierungs-PCRs nach Tamoxifeninduktion Schematisch 
dargestellt ist die Entstehung der verschiedenen Produktgrößen nach Tamoxifeninduktion. Links gezeigt 
ist ein Wt-Kontrolltier bzw. ein Ko-Tier mit ungenügender Tamoxifeninduktion. Rechts gezeigt ein Ko-Tier 
mit erfolgreicher Deletion. Für diese PCR war DNA des Darmes nach Tamoxifenapplikation erforderlich. 
 
Für alle durchgeführten PCRs wurden der gleiche Reaktionsansatz und dasselbe Programm 
verwendet, bei dem nur die Höhe der Annealing-Temperatur variierte. 
Tabelle 2-48: Reaktionsansatz und PCR-Programm für Gentypisierung 
Mastermix   PCR-Programm    
Komponente  Volumen  Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Red Taq 12,50 µl  Denaturierung 5 min 95°C 1x 
Primer for 1,25 µl Denaturierung 40 sek 95°C  
Primer rev 1,25 µl  Annealing 30 sek 60°C (Cre: 57t°C) 35x 
DNA 10 – 50 ng   Elongation 90 sek 72°C  
H2O x   Elongation 10 min 72°C 1x 
gesamt 25 µl      
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Die Genotypisierung der konstitutiven bzw. konditionalen Caspase-8-Ko-Tiere wurde nach 
Etablierung freundlicherweise von Martina Wojcieszak übernommen. 
 
2.3.9 SDS-Gelelektrophorese und Westernblot 
 
Unter Westernblot (WB) versteht man das Transferieren und Immobilisieren von Proteinen auf 
eine Trägermembran, wo sie mittels unterschiedlicher Detektionsmethoden sichtbar gemacht 
werden können (Renart et al., 1979). 
Vor Beginn des Westernblots wurden die zu untersuchenden Proteine mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ihrer Molekülmasse entsprechend aufgetrennt. Sie funktio-
niert nach demselben Prinzip wie eine Agarose-Gelelektrophorese (2.3.5) mit dem Unterschied, 
dass bei der SDS-Gelelektrophorese die Eigenladung der Proteine durch das anionische Deter-
genz SDS (Natriumlaurylsulfat) überlagert wird, sodass die Proteine eine konstante negative 
Ladung aufweisen (Schägger and von Jagow, 1987). Als Gele wurden 4,6 %iges Sammelgel 
(8,7 ml A.bidest, 3,8 ml 4x UT-Puffer (Tabelle 2-28), 2,3 ml Rotiphorese Gel 30, 60 µl Temed, 
90 µl 10% APS) und 10 % Trenngel (8,2 ml A.bidest, 5 ml LT-Puffer (Tabelle 2-18), 6,6 ml Ro-
tiphorese Gel 30, 25,2 µl Temed, 120 µl 10% APS) verwendet. Als Größenstandart wurde 
PeqGold Protein Marker V (2.1.5.2) bei jedem Lauf mitgeführt. Mit Hilfe eines elektrischen Fel-
des wurden die Proteine nun ihrer Ladung bzw. Größe entsprechend aufgetrennt. Die Auftren-
nung erfolgte anfänglich für 15 min bei 80 V und danach für 60 min bei 120 – 130 V. Nach dem 
Transferieren der linearisierten Proteine durch Semidry-Blotting-Verfahren (2 Membranen: 210 
mA / 45 min; 4 Membranen: 210 mA / 60 min) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran 
erfolgte das Blocken von unspezifischen Bindungen durch einstündiges Inkubieren in 5% Milch-
pulver/TBST (Tabelle 2-25). Zur Detektion des gewünschten Proteins wurde der gewünschte 
Primär-Antikörper (2.1.7.1) in der optimalen Konzentration dazugegeben (1 -2 h bei RT / ü.N. 
bei 4°C). Nach Inkubation (1 h bei RT) mit dem entsprechenden HRP-konjugierten Zweit-
Antikörper in der Verdünnung 1:10000 erfolgte die Visualisierung mit Pierce ECL Western Blot-
ting Substrat (2.1.5.2) nach Herstellerangaben und, je nach Stärke der Proteinbanden, durch 
unterschiedlich lange Exposition der Membran auf einen Film. Durch die Chemilumineszenz-
Reaktionen der Zweitantikörper mit dem Blotting-Substrat erfolgte die Belichtung des Films, der 
nach der Entwicklung ausgewertet werden konnte.  
Um einen Membran hinsichtlich mehrerer Proteine untersuchen zu können, konnten die vorher 
gebundenen Antikörper durch Verwendung eines Stripping-Puffers (2.1.5.2) abgelöst werden 
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(1h bei RT). Nach einem erneuten Blocken (5% Milchpulver/TBST; 1h bei RT) konnte ein zwei-
ter Primär-Antikörper verwendet werden. 
Die Auswertung erfolgte anschließenden durch ImageJ (2.1.4) und Excel. 
Als interner Standard, zur Sicherstellung einer gleichmäßigen Probenquantität und als Positiv-
Kontrolle für den erfolgreichen Proteintransfer wurde abschließend eine Nachinkubation mit 
dem „Housekeeping“-Protein ß-Actin durchgeführt. 
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2.4 In situ Verfahren 
 
2.4.1  Anfertigung von Paraffinschnitten 
 
Zur Anfertigung von Gewebeschnitten wurde das in 4%igem Formaldehyd gelagerte Gewebe-
material (siehe 2.2.5) mindestens weitere 12 h bei RT fixiert. Anschließend wurden die Gewe-
beproben mittels eines Einbettautomaten (2.1.1.3) über Nacht entwässert. Am nächsten Mor-
gen wurden die Proben aus den entsprechenden Einbettkassetten genommen, in Ausgießfor-
men überführt und in 60°C heißem Paraffin eingebettet. Nach der Ausrichtung der Proben wur-
den die Formen, bis zur Aushärtung des Paraffins, auf eine Kühlplatte gegeben. 
Aus den gewonnenen Paraffinblöcken wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (2.1.1.3) un-
terschiedlich dicke Gewebeschnitte (2 – 7 µm; Standard IHC: 2 µm) angefertigt und auf adhäsi-
ve Objektträger aufgezogen. Das Schneiden wurde freundlicherweise von den mtA´s Ursula 
Schneider und Martina Wojcieszak übernommen. 
Um eine optimale Haftung und eine verbesserte Anfärbbarkeit zu gewährleisten wurden die 
Schnitte anschließend über Nacht bei 38°C getrocknet und am nächsten Tag zu Färbungen 
verwendet.  
 
2.4.2 Anfertigung von Kryoschnitten 
 
Zur Untersuchung möglichst nativen Gewebes bzw. zur Durchführung diverser Immunfluores-
zenz-Färbungen (z.B. TUNEL) war es erforderlich Gewebsschnitte von Kryomaterial herzustel-
len.  
Das zu diesem Zweck präparierte und bei -80°C gelagerte Gewebematerial (2.2.5) wurde in 
flüssigem Stickstoff zum Kryomikrotom (2.1.1.3) transportiert und dort auf - 19°C erwärmt. Von 
Gewebematerial wurde mittels eines Skalpells ein etwa 0,5 cm großer Teil abgetrennt, in Ge-
friermedium (2.1.2) gebettet und auf einem metallischen Objekthalter platziert. Anschließend 
wurde das Gewebestück der späteren Schnittebene entsprechenden ausgerichtet und auf die 
dafür vorgesehene Kühlplatte gegeben. Nachdem das Gefriermedium komplett durchgefroren 
war, wurden 9 – 15 µm breite Schnitte angefertigt und auf adhäsiven Objektträgern aufgebracht. 
Diese wurden ü.N. bei 38°C gelagert und am nächsten Tag für entsprechende Färbungen ver-
wendet. 
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Bei der Herstellung von Kryoschnitten für In-situ-Hybridisierungen waren, wegen der Gefahr der 
Kontamination mit RNAsen, umfangreiche Anpassungen nötig. Vor Beginn des eigentlichen 
Schneidens musste das Kryomikrotom ü.N. vollständig abgetaut und gereinigt werden. Sämtli-
che abnehmbaren Teile (Klingen, Objekthalter) oder sonstige verwendete Materialien (Pinsel, 
Objektträger, Objektträgerboxen, etc) mussten entweder autoklaviert oder sorgfältig gereinigt 
werden. Außerdem mussten während der gesamten Arbeit talkumfreie Handschuhe getragen 
werden. 
 
2.4.3 Routinefärbungen von Geweben 
 
Mithilfe einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung können verschiedene Strukturen eines Gewebs-
schnittes sichtbar gemacht werden. Sie dienen hauptsächlich zur gröberen morphologischen 
Untersuchung und zur Identifikation aberranter Gewebsstrukturen. 
 
2.4.3.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) 
 
Die sogenannte Hämatoxylin-Eosin-Färbung besteht aus zwei unterschiedlichen Einzelfärbun-
gen. Durch das, aus dem Hämatoxylin gewonnene Hämalaun werden zunächst alle sauren 
bzw. basophilen Gewebsstrukturen braun angefärbt. Dazu zählen vor allem die Zellkerne auf-
grund der enthaltenen Desoxyribonukleinsäuren. Nach einer Erhöhung des pH-Werts (z.B. 
durch Spülung mit Leitungswasser) erfolgte der Farbumschlag des Hämalauns in die typische 
bläuliche Anfärbung.  
Die anschließende Behandlung mit dem Farbstoff Eosin färbt alle basischen Strukturen rot, was 
vor allem auf die Zellplasmaproteine zutrifft  (Avwioro, 2011). 
In der nachfolgenden Tabelle 2-49 wird das detaillierte Protokoll beschrieben. 
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Tabelle 2-49: HE-Färbung 
Schritt Behandlung Zeit 
Entparaffinierung Xylol 3 x 5 min 
Wässerung  
(absteigende Alkoholreihe) 
100% Ethanol 
96% Ethanol 
70% Ethanol 
A.dest 
3 x 15 min 
2 x 5 min 
5 min 
5 min 
Färbung Hämalaun  
Leitungswasser 
1% Eosin 
Leitungswasser 
7 min 
10 min 
5 min 
10 sek 
Entwässerung 
(aufsteigende Alkoholreihe) 
70% Ethanol 
96% Ethanol 
100% Ethanol 
5 min 
5 min 
2 x 5 min 
Fixierung  Xylol 2 x 5 min 
Eindeckeln Vitrocloud - 
 
Standardmäßig wurden HE-Färbungen mit Hilfe eines Routine-Färbe-Roboters (2.1.1.3) nach 
obigem Protokoll durchgeführt. 
 
2.4.4 Sonderfärbungen  
 
Die Chloroacetat-Esterase-Färbung dient hauptsächlich der Färbung von Mastzellen bzw. unrei-
fer und reifer neutrophiler Granulozyten.  
 
2.4.4.1 Chloroacetat-Esterase-Färbung (CAE) 
 
Durch eine in den Granulozyten vorkommende spezifische Esterase wird das hinzugefügte 
Naphthol AS-D Chloracetat durch eine enzymatische Hydrolyse aufgespalten. Die durch diesen 
Prozess freigesetzte Naphtolverbindung reagiert zusammen mit dem Diazoniumsalz „Fast Red 
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Violet LB“ zu einem wasserunlöslichen rotviolettem Farbstoff (Hoffbrand, 2003; 
“LEUCOGNOST® NASDCL,” 2012). Gegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer 
Die CAE-Färbungen wurden in der Routine des Instituts für Pathologie am UK Aachen mit dem 
„LEUCOGNOST® NASDCL“ Färbekit von Merck nach Herstellerangaben durchgeführt. 
 
2.4.5 Immunhistochemische Färbungen (IHC) an Paraffinschnitten 
 
Vor Beginn der jeweiligen Färbung wurden für jeden Schnitt eine Entparaffinierung und eine 
Wässerung durchgeführt. Nach Beendigung der IHC wurde jeder Schnitt entwässert und ab-
schließend eingedeckelt (siehe Tabelle 2-49). 
Je nach verwendetem Primärantikörper, dessen Wirt, und der gewünschten Stärke der Färbung 
wurden unterschiedliche Färbungsprotokolle verwendet. Entscheidend für die Etablierung der 
optimalen Färbung waren die Auswahl der Vorbehandlung, des Peroxidase- bzw. Proteinblocks, 
und das Detektionssystem in Abhängigkeit mit dem jeweiligen primären Antikörper.  
Als mögliche proteolytische Vorbehandlungen zur Verbesserung der Antikörperinfiltration in das 
Gewebe wurden entweder eine 30 – 45 minütige Inkubationen in 96°C heißen Citratpuffer 
(2.1.5.4) oder ein 10 minütiger Proteinase K Verdau (20 µl Proteinase K (20 mg/ml), 2,5 ml 1M 
Tris/HC auf 50 ml mit A.dest auffüllen) bei 37°C durchgeführt. 
Falls nötig erfolgte in einem zweiten Schritt die Blockierung der endogenen Peroxidase durch 
15 minütige Zugabe von 3 – 15% H2O2. 
Zur Sättigung unspezifischer Bindungen wurden die Schnitte anschließend 30 min mit 2,5 -
 10%igem Normal Horse Serum (2.1.5.4) inkubiert. 
Wurde der Primärantikörper aus Kaninchen gewonnen, wurde als Detektionssystem entweder 
ImmPRESS (2.1.5.4) und als Chromogen DAB (2.1.5.4) mit dem dazugehörigen Substrat Per-
oxidase oder ein biotinylierter anti-Kaninchen Antikörper zusammen mit dem ABC-Kit (2.1.5.4) 
und DAB verwendet. Zur Visualisierung von Primärantikörpern aus der Maus wurde zu Vermei-
dung unspezifischen Hintergrunds das speziell für Mausgewebe entwickelte MOM-Kit (2.1.5.4) 
in Kombination mit dem ABC-Kit benutzt. 
In der nachfolgendenden Tabelle 2-50 sind die Arbeitsabläufe exemplarisch dargestellt. 
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Tabelle 2-50: IHC-Protokolle 
Prozess mögliches Verfahren 
Vorbehandlung keine Vorbehand-lung Citratpuffer Proteinase K Verdau 
Peroxidase-Block 15 min 3 – 15% H2O2. 
Protein-Block 30 min 2,5 – 10 % NHS 
prim. Antikörper je nach gewünschter Epitop 
Detektionssystem ImmPRESS / DAB MOM / ABC / DAB biot. AK / ABC / DAB 
 
2.4.6 TUNEL-Färbung 
 
Die 1992 erstmalig beschriebene TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end la-
beling) dient der Färbung der bei Apoptose und Nekrose auftretenden Fragmentierung der DNA 
(Gavrieli et al., 1992). 
Infolge der Chromatinkondensationen und DNA-Fragmentierungen, welche für den Verlauf ei-
ner Apoptose charakteristisch sind, kommt es zu DNA-Doppelstrangbrüchen, die zum Auftreten 
freiliegenden OH-Enden führen. Während der Nekrose erfolgt die Defragmentierung dagegen 
spontan und ungeregelt. Durch das Enzym terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) 
werden diese freien OH-Enden erkannt und enzymatisch mittels Nukleotiden markiert. 
Da im Verlauf dieser Arbeit ausschließlich mit dem „In Situ Cell Death Detektion Kit“ (2.1.5.4) 
gearbeitet wurde, erfolgte die Markierung mittels Fluorescein, einem Fluoreszenzfarbstoff der 
bei Anregung mit ultraviolettem Licht der Wellenlänge 496 nm grünes Licht emittiert. Durch eine 
gleichzeitig durchgeführte Färbung mit den blauen Fluoreszenzfarbstoff 4′,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) (2.1.5.4) mit einem Absorbtionsmaximum von 358 nm konnten bei Betrach-
tung unter dem Fluoreszenzmikroskop (2.1.1.3) sowohl die DNA-reichen Zellkerne (DAPI-Filter, 
330-380 nm; blaues Signal) als auch abgestorbene Zellen (Fluorescein-Filter, 465-495 nm; grü-
nes Signal) zweifelsfrei nachgewiesen werden.  
Da es bei TUNEL-positiven Zellen unter Umständen schwierig ist zwischen apoptotischen und 
nekrotischen Zellen zu differenzieren, wurde einerseits das TUNEL-Standardprotokoll entspre-
chend angepasst (Labat-Moleur et al., 1998) und andererseits sequentielle Paraffinschnitte an-
gefertigt, um TUNEL-Befunde mit histologischen Befunden gegeneinander abwägen zu können 
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2.4.6.1  TUNEL-Färbung an Kryoschnitten 
 
Für TUNEL-Färbungen an möglichst nativem Gewebe wurden 8–10 µm dicke Gefrierschnitte 
angefertigt (siehe 2.4.2). Die Schnitte wurden ü.N. bei 37°C getrocknet. Am nächsten Tag wur-
den die zu behandelten Schnitte 5 min lang mit einem Detergenz behandelt (PBS/0,1% Triton 
X-100). Im nächsten Schritt wurde auf jeden Schnitt 150 µl einer Mischung aus 5 µl Enzyme 
Solution (TdT), 45 µl Label Solution (Fluorescein-dUTP) und 450 TUNEL-Buffer gegeben (In 
Situ Cell Death Detection Kit). 
Nach einer 30 minütigen Inkubation bei 37°C bzw. einer Inkubation ü.N. bei 4°C in einer feuch-
ten Kammer wurde die Färbelösung anschließend mit PBS abgewaschen und jeder Schnitt mit 
DAPI-haltigem Vectashield (2.1.5) feucht eingedeckelt.  
Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop musste aufgrund der geringen Haltbarkeit 
der Fluoreszenz innerhalb einer Woche erfolgen. 
 
2.4.6.2 TUNEL-Färbung an Paraffinschnitten 
 
Wegen der längeren Haltbarkeit, der verbesserten Auflösung und der Möglichkeit des sequen-
ziellen Vergleichs mehrerer Schnitte mit unterschiedlichen Färbungen (HE ↔ TUNEL) wurden 
TUNEL-Färbungen auch an Paraffinschnitten durchgeführt. 
Zu diesem Zweck wurden die Gewebeschnitte nach dem Standardprotokoll hergestellt (2.4.1), 
entparaffiniert und entwässert (siehe Tabelle 2-49). Nach der folgenden Waschung (1 x 5min 
A.dest; 2 x 5 min PBS) wurden die Schnitte zur besseren Permeabilität 15 min bei RT mit einer 
1µg/ml Proteinase K/10mM Tris Lösung (7.5µl von 20µg/µl Proteinase K in 150ml 10mM Tris, 
pH 7.4-8.0) behandelt. Im Anschluss einer weiteren Waschung (2 x 5min PBS) erfolgt die Sätti-
gung unspezifischer Bindungsstellen (5% BSA + 20% FKS in PBS) und eine weitere Waschung 
(3 x 5min PBS). Ähnlich wie bei der TUNEL-Färbung von Kryoschnitten fand die Fluoreszenz-
markierung durch Zugabe von 150 µl der TUNEL-Enzymmischung statt. Auch die abschließend 
Waschung und das Eindeckelen wurde nach demselben Protokoll durchgeführt (siehe. 2.4.6.1).  
Aufgrund der Paraffinfixierung waren die Fluoreszenzfärbungen bei diesem Protokoll wesentlich 
länger auswertbar. 
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2.4.7 Elektronenmikroskopie 
  
Die elektronenmikroskopischen Analysen fanden in der Transmissionselektronenmikroskopie 
(TEM) der elektronenmikroskopischen Einrichtung (EME) des UK Aachen statt. Sie wurden in 
Kooperation mit Dr. Jörg Bornemann und den mtA’s Hiltrud König und Heide Kühnle durchge-
führt.  
Zur Probenherstellung wurden frisches Gewebematerial über Nacht in 3%igem Glutaraldehyd-
Puffer 2.1.3) fixiert, und anschließend gespült (15 in 0,1 M Glutaraldehyd-Puffer; 1 h in einem 
1:1-Gemisch aus 1% Osminumsäure und 17% Sucrose-Lsg.). Nach mehreren Waschschritten 
(10 min in A.dest / 17% Sucrose-Lsg (1:1); 10 min A.dest) wurde die Probe mittels absteigender 
Alkoholreihe entwässert, und für 30 min in Propylenoxid eingelegt. Daraufhin wurden die Pro-
ben eine weitere Stunde in einem 1:1 Gemisch aus Propylenoxid und Epon und abschließend 
eine weitere Stunde in reinem Epon gelagert. Nach der vollständigen Auspolymerisation (8h bei 
37°C; 56h bei 60°C) wurden die Proben mittels Ultramikrotom (2.1.1.3) geschnitten und gegen-
gefärbt. Die routinemäßige Anfertigung der Schnitte wurde freundlicherweise von den oben er-
wähnten mTA´s übernommen. 
Zur Beurteilung bzw. Identifikation der betrachteten Präparate wurde teilweise auf die Daten-
bank der Universität Mainz zurückgegriffen (2.1.4). 
 
2.5 Statistik 
 
Alle in dieser Arbeit gezeigten Bilder von Gelelektrophoresen, Western Blots und In-situ-
Verfahren stellen eine repräsentative Auswahl dar und wurden mit gleichem Versuchsaufbau 
und ähnlichem Ergebnis mind. dreimal wiederholt. Ebenso wurden alle durchgeführten moleku-
larbiologischen Experimente und tierexperimentellen Experimente unabhängig voneinander 
mind. dreimal wiederholt.  
Alle dargestellten Graphen zeigen die errechneten Mittelwerte (+/- Standartabweichung). Die 
Stückzahl (n) der untersuchten Proben (Zellen, Gewebeproben, untersuchte Tiere, etc.) sind bei 
jedem Experiment angegeben. 
Die Auswertung der Expressionsanalysen erfolgte mittels eines zweiseitigem, gepaartem Fis-
her’s Exact T-Tests (Fisher, 1922), unter Zuhilfenahme der Statistiksoftware REST (Pfaffl et al., 
2002). Statistische Vergleiche zweier unabhängiger Verteilung wurden anhand des zweiseitigen 
Mann-Whitney-U-Tests (Mann and Whitney, 1947) mit Hilfe eines Kalkulators (siehe 2.1.4) 
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durchgeführt. Bei der Auswertungen des Verhältnisses der Nachkommen wurde ein zweiseitiger 
T-Tests und zur Bestimmung der Genotypenverhältnisse ein Chi-Quadrat-Test verwendet. 
Sonstige Auswertungen und die graphische Darstellung wurden mittels Mikrosoft Excel durch-
geführt. 
Als Signifikanzniveau wurde p = 0,05 festgelegt. Die somit verwendete Nomenklatur lautet:  
   p ≤ 0,001 = hoch signifikant 
   p ≤ 0,05 = signifikant  
   p > 0,05 = nicht signifikant 
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3 Ergebnisse  
 
3.1 Validierung des Knockouts auf DNA- und Proteinebene 
 
Grundvoraussetzung für eine einwandfreie Bestätigung des Knockouts und eine anschließende 
Phänotypisierung war der Nachweis der Caspase-8 Deletion sowohl auf DNA wie auch auf Pro-
teinebene. Folglich war zur erfolgreichen Zucht und korrekten Auswahl der optimalen Versuchs-
tiere eine zweifelsfreie Identifizierung der verschiedenen Genotypen notwendig. 
Aufgrund des verschiedenartigen genetischen Hintergrunds der beiden Mauslinien (siehe1.5.1) 
erfolgte der jeweilige Nachweis für jede Mauslinie mit speziell angepassten Methoden. 
 
3.1.1 Konstitutive Caspase 8 Knockout Maus 
 
Zu Beginn der Arbeiten zur Generierung der konstitutiven Caspase-8-Ko-Mauslinie wurden die 
vorhandenen beiden Linien B6-tg(Casp8) und B6-tg(VillCre) untereinander gekreuzt (siehe 
2.2.2). Der Zuchterfolg wurde mittels PCR-basierter Genotypisierung kontrolliert. 
 
Validierung des Knockouts auf DNA-Ebene 
Im Rahmen der Genotypisierung wurde die durch Schwanzbiopsien (siehe 2.3.8.1) gewonnene 
DNA durch drei Genotypisierungs-PCRs (siehe 2.3.8.2) auf das Vorhandensein von Cre bzw. 
das Fehlen der gefloxten Caspase-8-Sequenzen hin überprüft. Die PCR-Ergebnisse wurden 
anschließend mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.3.5) visualisiert und das Bandenmus-
ter ausgewertet.  
Abbildung 3-1 zeigt exemplarische Beispiele für die wichtigsten vorkommenden Genotypen und 
die entsprechenden PCR-Ergebnisse (für detaillierte Angaben über die Entstehung der Produkt-
längen siehe Abbildung 2-4). Alle erwähnten Genotypen konnten nachgewiesen werden (siehe 
3.2). 
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Abbildung 3-1: Validierung auf DNA-Ebene (konditionaler Ko). Jeder vorkommende Genotyp ließ 
sich anhand der Kombination der drei Genotypisierungs-PCR-Ergebnisse eindeutig charakterisieren (A). 
Bei der Cre-PCR lag das erwartete PCR-Produkt bei 392 bp (B), bei der wt-PCR bei 660 bp (C) und bei 
der ko-PCR bei 1100 bp (D). 
 
Erwartungsgemäß zeigten heterozygote und homozygote Caspase-8-Ko-Mäuse Banden bei der 
ko-PCR (1100 bp), wobei homozygote Caspase-8-Mäuse darüber hinaus keine Bande bei einer 
wt-PCR (660 bp) aufwiesen. In Kombination mit einer positiven Cre-PCR (Bande bei 392 bp) 
konnten Tiere mit dem gewünschten Genotyp Casp8 cre+ ko/ko identifiziert und für die Phänotypi-
sierung oder weiterführende Experimente verwendet werden. Mäuse des Genotyps Casp8 cre- 
ko/ko
 bzw. Casp8 cre+ f/ko wurden als Wildtyp-Kontrollen verwendet.  
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Validierung auf Proteinebene 
Zur Überprüfung der Expression von Caspase-8 auf Proteinebene wurden die bei der Präpara-
tion (2.2.5) asservierten Kryo-Gewebeproben der einzelnen Darmabschnitte lysiert (2.3.1) und 
mit Hilfe von Western-Blot-Analyse ausgewertet. Dabei wurde jeder einzelne Darmabschnitt des 
Dünndarms (Duodenum (Duo), Jejunum (Je), Ileum proximal (Il pr), Ileum terminal (IL ter) sowie 
des Dickdarms (Colon proximal (Co pr), Colon distal (Co dist) (Daten nicht gezeigt) von ho-
mozygoten Caspase-8-Ko-Tieren und Wildtyp-Kontrollen gesondert untersucht und verglichen. 
Als interner Standard während der durchgeführten WB-Analysen wurde das „house keeping“-
Protein GAPDH (2.1.7.1) verwendet (38 kDa). Die Spezifität des verwendeten Antikörpers 
(Casp8/Alexis; 2.1.7.1) wurde vorher bereits in mehreren Publikationen nachgewiesen (Helfer et 
al., 2006; Taoufik et al., 2007). 
In den untersuchten Caspase-8-Ko-Tieren konnte ein sehr starker Rückgang bzw. ein Ausblei-
ben der Caspase-8-Expression nachgewiesen werden. Abbildung 3-2 zeigt exemplarisch die 
Ergebnisse einer WB-Analyse eines Caspase-8-Ko-Tieres (Casp8 cre+ ko/ko) im Vergleich mit ei-
ner Casp8 cre+ f/ko Wt-Kontrolle. Casp8 cre- ko/ko Wt-Kontrollen zeigten erwartungsgemäß dieselben 
Ergebnisse. 
Vereinzelt konnte bei konstitutiven Caspase-8-Ko-Mäusen trotz einer Bestätigung des Ko auf 
DNA-Ebene eine nur leicht verringerte Caspase-8-Expression auf Protein-Ebene nachgewiesen 
werden. Diese Tiere wurden ausgesondert und nicht für weitere Versuche verwendet. 
 
Abbildung 3-2: Validierung auf Protein-Ebene (konditionaler Ko). (A) Proteinexpression von Casp8 in 
einem Wt-Kontrolltier und einem Casp8cre+ ko/ko-Tier. In den Lysaten des Wt-Kontrolltier war eine deutli-
che-Expression des Casp8-Proteins (60 kDa) zu beobachten. Während die Proben des Caspase-8-Ko-
Tieres nur eine marginale Expression zeigten, konnte eine gleichmäßige Expression des Standards 
GAPDH (38 kDa) in allen Gewebeproben nachgewiesen werden. Setzte man die Expressionen in das 
Verhältnis zur GAPDH-Expression (B) wurde die Herabregulierung von Casp8 ebenfalls deutlich. 
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Effektivität des Knockouts 
 
Zur Überprüfung der Casp8-Proteinexpression wurde der durch WB ermittelte Expressionswert 
von Casp8 auf das interne „Housekeeping“-Protein GAPDH bezogen und somit die relative Pro-
teinexpression ermittelt. Dieser Wert wurde wiederum mit der Casp8-Expression einer unbe-
handelten Wt-Probe verglichen, die als Normalexpression definiert wurde. 
Bedingt durch seinen Charakter als konstitutiver Knockout zeigten erwartungsgemäß alle unter-
suchten Tiere einen starken Rückgang an exprimiertem Casp8-Protein. In einer exemplarisch 
untersuchten Gruppe von 8 Tieren war folgegemäß bei allen Tieren eine gleichmäßige Abnah-
me der relativen Casp8-Expression im Gegensatz zu den Wt-Kontrolltieren zu finden (siehe Ab-
bildung 3-3 A). Während der Mittelwert der relativen Proteinexpression nach der Deletion bei 
0,04 lag, war er bei den Wildtyptieren mit 1,2 deutlich höher. Innerhalb der individuellen Tiere 
zeigte sich analog dazu eine vergleichbare Expression in den einzelnen Darmsegmenten  (sie-
he Abbildung 3-3). 
 
Abbildung 3-3: Effektivität des Knockouts. (A) Gezeigt ist die relative Casp8-Proteinexpression von 
einer exemplarischen Gruppe von Casp8cre+ ko/ko-Tieren (n=8). Vergleicht man die relative Casp8-
Proteinexpression der einzelnen Tiere mit dem durchschnittlichen Mittelwert der entsprechenden Wildtyp-
tiere (n=7), zeigte sich durchgehend einen starken Rückgang der Casp8-Expression. Dies konnte ohne 
Ausnahme bei allen untersuchten Tieren beobachtet werden. (B) Dieser Rückgang zeigt sich ebenfalls 
durchgängig in allen Darmsegmenten. Dargestellt ist hier der Vergleich der Expression in jeweils einer 
exemplarischen Ko- und Wt-Maus. 
 
3.1.2 Konditionale Caspase 8 Knockout Maus 
 
Da zur Induzierung des Knockouts mehrere Applikationen von Tamoxifen nötig waren, und 
eventuelle Nebenwirkungen dieser Substanz auf Untersuchungsergebnisse ausgeschlossen 
werden müssten, wurden während der Charakterisierung an der induzierbaren Mauslinie ver-
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schiedene Wt-Kontrollen mitgeführt werden. Als Standartkontrollen wurden uninduzierte 
Casp8Ert2 ko/ko Tiere verwendet.  
Validierung des konditionalen Knockouts auf DNA-Ebene 
Die einwandfreie Bestätigung der Translokation der Cre-Rekombinase in den Zellkern und der 
damit einhergehenden Deletion von Casp8 war bei der induzierbaren Ko-Maus komplizierter. 
Die Durchführung der verschiedenen Genotypisierungs-PCRs basierte dabei jedoch auf dem-
selben Prinzip wie bei den konditionalen Tieren (siehe 3.1.1). Allerdings diente die grundlegen-
de Genotypisierung aufgrund der reinen homozygoten Casp8cre+ Ert2 ko/ko Elterntiere lediglich der 
Sicherstellung der Reinrassigkeit des Inzuchtstamms und der Erkennung etwaiger Ausnahmen 
(siehe Abbildung 3-4 A). Tiere die nicht dem erwarteten Genotyp entsprachen, wurden aussor-
tiert und nicht für die Weiterführung der Zucht bzw. weitere Versuche verwendet.  
Zur Bestätigung der Caspase-8-Deletion in der geomischen DNA wurde eine Caspase-8-Ko-
PCR durchgeführt (2.3.8.2; Tabelle 2-47). Dazu wurde intestinale DNA bereits induzierter Tiere 
7 Tage nach Tam-Applikation verwendet. Erfolgreich induzierte Tiere (Casp8∆int) zeigten eine 
deutliche „Ko-Bande“ (1100bp) in Korrelation mit einer erheblich schwächer ausgeprägten bzw. 
nicht nachweisbaren „Wt-Bande“ (660 bp) (siehe Abbildung 3-4 B). Die Reduktion der Produkt-
länge war auf die erfolgreiche Deletion der Exons 3 + 4 durch die Tamoxifen induzierte Aktivie-
rung der Cre-Rekombinase zurückzuführen.  
 
Abbildung 3-4: Validierung der Ko-Induktion durch Tamoxifen auf 
DNA-Ebene. Während der Genotypisierung zeigten Wt-Kontroll-Tiere 
(Casp8cre+  Ert2  f/f) eine Bande in der Casp8-wt-PCR, homozygote indu-
zierbare Tiere (Casp8cre+ Ert2 ko/ko) hingegen eine Bande bei der Casp8-
ko-PCR (A). Innerhalb von 5-6 Tagen nach der Ko-Induktion durch 
Tamoxifen zeigte sich eine verkürzte PCR-Produktlänge der Casp8-ko-
PCR durch die Deletion bei den Ko-Tieren (Casp8∆int) von 1100bp auf 
660 bp (B).  
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Validierung des Knockouts auf Proteinebene 
Da die Genotypisierung aufgrund des einheitlichen Genotyps der Elterntiere nicht den Stellen-
wert wie bei der konditionellen Maus innehatte, war der Nachweis auf Proteinebene zwingend 
notwendig. Nur durch eine Prüfung auf Proteinebene konnte die Effizienz der Knockout-
Induktion abschließend überprüft werden. Der methodische Ansatz zur Darstellung war iden-
tisch mit der Methodik, die bei dem konditionalen Mausmodell eingesetzt wurde(siehe 3.1.1). 
Nach der Induktion der Deletion durch Tamoxifen-Applikation zeigte sich 7 Tage später im ge-
samten Darmbereich eine nur mehr marginale Casp8-Expression. Die exemplarisch gezeigten 
Daten des Duodenums bzw. terminalen Ileums belegen diesen Befund (siehe Abbildung 3-5 
A/B). Im zeitlichen Verlauf (Zeitfenster = 21 Tage) ergab sich meist ein vergleichsweise stabiler 
und nahezu vollständiger Casp8 Verlust in der Darmschleimhaut nach Tamoxifenapplikation 
(siehe Abbildung 3-5). 
 
Abbildung 3-5: Validierung der Ko-Induktion durch 
Tamoxifen auf Proteinebene. (A) Proteinexpression 
von Casp-8 in exemplarischen Wt-Kontroll- und 
Casp8∆int-Tieren. Im Darm der Kontroll-Tiere war eine 
deutliche Expression von Casp8 vorhanden, die in den 
Proben der Casp8-Ko-Tierenicht nachweisbar war. Die 
relative Proteinexpression im Verhältnis zu GAPDH 
verdeutlichte dies (B). In Korrelation mit den Daten der 
genomischen Genotypisierung war eine Caspase-8 Expression auch 21-Tage nach Tamoxifen-
Induktion nicht nachweisbar (C).  
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Effektivität der Knockoutinduktion  
Wie bereits erwähnt, musste im Falle der konditionalen Mauslinie der Knockout durch eine fünf-
tägige interperitoneale Applikation von Tamoxifen induziert werden. Da dieser Schritt essentiell 
für eine konditionale Aktivierbarkeit des Knockouts war, mussten die damit verbundenen Prob-
leme Berücksichtigung finden, da sie sich teilweise auf die Qualität des Caspase-8 Knockouts 
auswirkten. So kam es im Laufe der 5-tägigen Tamoxifengabe vereinzelt zu iatrogen induzierten 
Perforationen des Darmes und damit einhergehend zu Entzündungen des Bauchraums. Als 
prekär erwies sich auch eine wahrscheinlich individuenbedingte Varianzen bei der Aufnahme 
von Tamoxifen. Dementsprechend entwickelten manche Tiere normale oder nur schwach ver-
ringerte Caspase-8 Expression, wodurch die Homogenität eines konditionalen Ko-
Normkollektivs hochproblematisch war. Die Methodik des Nachweises entspricht der Überprü-
fung bei der konstitutiven Mauslinie. 
Um die Güte der Tamoxifenabhängigen Caspase8-Knockout Induktion zu charakterisieren wur-
de eine exemplarische Gruppe von 19 induzierten Casp8ERT2 ko/ko-Tieren untersucht. Es zeigte 
sich eine starke Schwankung bei der Effektivität der induzierten Deletion. Zwar ergab der Mit-
telwert der Casp8-Proteinexpession der 19 Casp8∆int-Tiere eine deutliche Absenkung gegen-
über einer Vergleichsgruppe von 17 uninduzierten Casp8ERT2 ko/ko-Tieren (0,3:1,2), jedoch war 
die individuelle Proteinexpression, die als wichtiges Kriterium zu werten war, stark variabel. 
Während bei einigen Tiere fast kein Casp8-Protein mehr nachweisbar war (0,05), zeigten ande-
re Tiere eine völlig normale Casp8-Proteinexpression (1,1) (vgl. Abbildung 3-6 A). Zur besseren 
Standardisierung und als Grenzwert für eine akzeptable Casp8-Deletion wurde deshalb eine 
relative Proteinexpression von 0,25 festgelegt. Tiere mit einer Casp8-Proteinexpession über 
diesem Schwellwert waren für weitergehende Versuche ungeeignet. Innerhalb der einzelnen 
Darmabschnitte eines Individuums war die Casp8-Proteinexpression, ähnlich wie bei der konsti-
tutiven Mauslinie hingegen stabil (Siehe Abbildung 3-6 B).  
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Abbildung 3-6: Effektivität des Knockouts. (A) Gezeigt ist die relative Casp8-Proteinexpression von 
einer exemplarischen Gruppe von Casp8∆int-Tieren (n=19). Die Stärke der nach der Induktion verbleiben-
den Casp8-Expression wurde verglichen mit dem Mittelwert der Casp8-Expression von verschieden Wt-
Proben (ganz rechts; MW=1,2; n=17). Auffällig waren die starken Varianzen, die durch die Induktion mit 
Tamoxifen entstanden. Während einige Tiere eine sehr geringe Casp8-Expression aufwiesen (Maus 14, 
15, 16), zeigten andere eine vergleichsweise starke ausgeprägte residuelle Expression (Maus 8,13,19). 
(B) Innerhalb eines  Individuum zeigte sich hingegen eine homogene Verteilung der Höhe der intestinalen 
Casp8 Expression  
 
In Zusammenfassung dieser Befunde ist festzuhalten, dass bei der induzierbaren Mauslinie ei-
ne Verifizierung des Knockouts auf Proteineben unabdingbar ist. 
 
3.1.3 Synopsis  
 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Casp8-Knockout in beiden Mauslinien technisch er-
folgreich induziert werden konnte. Bei der Validierung ergaben sich aber aufgrund der unter-
schiedlichen Art der Induzierung (konstitutiv und konditional) Besonderheiten, die diesbezüglich 
abschließend zusammengefasst werden sollen. 
Bedingt durch den heterozygoten Genotyp der Elterntiere ist eine zweifelsfreie Bestimmung des 
Genotyps bei der konstitutiven Mauslinie essentiell. Sämtliche Tiere mit einer homozygot vor-
kommenden Casp8-Deletion zeigen eine stark verminderte Gen- und Protein Expression in al-
len Darmsegmenten im Dünn- und Dickdarm, weshalb der Nachweis der Proteinexpression bei 
diesen Tieren lediglich zweitrangig ist und nur sporadisch zur Überprüfungszwecken durchge-
führt werden sollte. 
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Im Gegensatz dazu dient die Genotypisierung der konditionalen Mauslinie nur der Sicherstel-
lung der homozygot reinerbigen Casp8 Ert2 ko/ko Linie. Durch die Überprüfung der Genotypen sol-
len Tiere mit eventuell vorkommenden Abweichungen identifiziert und entfernt werden, um die 
Reinerbigkeit der Elterntiere zu garantieren. Da die Induktion der Casp8-Deletion durch Tamoxi-
fen individuell stark abweichende Resultate erzielt und der damit verbundene Rückgang der 
Casp8-Expression nicht kontinuierlich bei allen behandelten Tieren eintritt, ist bei dieser Linie 
der Nachweis der Proteinexpression von entscheidender Bedeutung. Entspricht die Verringe-
rung des nachweisbaren Casp8-Proteins den Erwartungen, kann die entsprechende Maus für 
Experimente verwendet werden, wobei die Güte des Knockouts stets bei der Auswertung der 
Ergebnisse einzubeziehen ist. 
 
3.2 Zahl der Nachkommen und Verteilung der Genotypen 
 
Um abschätzen zu können, ob eine intestinale Casp-8 Deletion Einfluss auf die pränatale Ent-
wicklung hat und es in Folge dessen zu einer erhöhten intrauterinen Letalität der Nachkommen 
kommen kann, wurde die durchschnittliche Wurfgröße, das Geschlecht der Nachkommen und 
das Verhältnis der verschiedenen Genotypen zueinander auf Grundlage der Mendel´schen Re-
geln und in Abhängigkeit zu dem genetischen Hintergrund der Eltern untersucht. Aufgrund der 
unterschiedlichen genetischen Beschaffenheit der zwei Mauslinien wurden hierbei jedoch ver-
schiedene Schwerpunkte gesetzt. Während bei der konstitutiven Mauslinie der Schwerpunkt auf 
die Bestimmung der Wurfgröße in Abhängigkeit zu dem Genotyp der Elterntiere und dem Ver-
hältnis der unterschiedlichen Genotypen der Nachkommen lag, wurde wegen des homogenen 
genetischen Hintergrunds bei der konditionalen Mauslinie das Hauptaugenmerk auf die Etablie-
rung einer reinerbigen Linie gesetzt.  
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3.2.1 Wurfgröße und genotypische Verteilung bei  Casp8cre+/ko/ko-Tieren 
 
Die Bestimmung der Wurfgröße fand, bedingt durch das Absetzten der Jungtiere, nach ca. 21 
Tagen statt. Bei Wt-Verpaarungen (Casp8cre+ f/f X Casp8cre+ f/f bzw. Casp8cre- ko/ko X Casp8cre- ko/ko) 
wurden im Durchschnitt 8 Tiere geboren, wobei die Wurfgröße zwischen 4 und 15 Tieren vari-
ierte. Bei Verpaarungen, deren Nachkommen potentiell den gewünschten Genotyp aufwiesen 
(Casp8cre- ko/ko X Casp8cre+ f/ko), kam es zu einer tendenziell leicht verringerten Wurfgröße. 
Durchschnittlich wurden pro Wurf ca. 6,5 Tiere geboren, wobei die Anzahl der Nachkommen in 
den einzelnen Würfen ebenfalls stark variierte (2 – 12) (siehe Abbildung 3-7 A). Trotz der leicht 
verringerten Wurfgröße zeigten die Genotypen bei 14 Würfen annähernd Normalverteilung, was 
darauf schließen lässt, dass es zu keiner erhöhten pränatalen Letalität von Tieren mit einer 
Caspase-8 Deletion kam (siehe Abbildung 3-7). Bei der Geschlechterverteilung konnten keine 
Auffälligkeiten festgestellt werden. 
Abbildung 3-7: Nachkommen pro 
Wurf und Verteilung der Genoty-
pen im konditionalen Knockout. 
(A) Dargestellt ist die Anzahl der 
durchschnittlichen Nachkommen 
pro Wurf von Eltern mit unter-
schiedlichem Genotyp. Hierbei wird 
unterschieden zwischen reinen Wt-
Würfen (Dunkelblau) und Würfen 
mit potentiell homozygoten, Cre 
positiven Tieren (Hellblau). Bei 
letzteren wurden tendenziell weni-
ger Tiere geboren (P = 0,058;        
n =Anzahl der ausgewerteten Wür-
fe). (B) Die Verteilung der verschiedenen Genotypen bei den Nachkommen zeigte allerdings annähernd 
Normalverteilung 
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3.2.2 Genotypische Verteilung bei Casp8ERT2 ko/ko –Tieren 
 
Um einen gleichbleibenden Genotyp und damit eine möglichst konstante Mauslinie zu erzeu-
gen, sollten aus den ursprünglich vorhandenen Eltern-Tieren Casp8cre- f/ko und Casp8cre+ ERT2  die 
potentiell induzierbare Linie Casp8ERT2 ko/ko generiert werden. Durch Auswahl passender Eltern-
tiere und fortlaufende Zucht wurde die Anzahl der Nachkommen mit einem unpassenden Geno-
typ stetig verringert. Nach etwa 2 Jahren war die konditionale Mauslinie genetisch so gefestigt, 
dass die Nachkommen ausnahmslos den gewünschten Genotyp Casp8ERT2 ko/ko zeigten (siehe 
Abbildung 3-8). Ab August 2010 konnten nach einer reinerbigen Verpaarung keine abweichen-
den Genotypen innerhalb der konditionalen Mauslinie mehr festgestellt werden. 
Da die Inaktivierung des Casp8-Gens erst nach Induktion mit Tamoxifen induziert wurde, konn-
te erwartungsgemäß keine Veränderung in den Wurfgrößen festgestellt werden. 
 
Abbildung 3-8: Verteilung der Genotypen in der konditionalen Mauslinie. Dargestellt sind die Nach-
kommen der durchgeführten Verpaarungen zur Etablierung der konditionalen Mauslinie von März 2009 – 
April 2011(n=455). Deutlich zu erkennen ist die Zunahme der Tiere mit dem gewünschten genetischen 
Hintergrund (Casp8ERT2 ko/ko), während die Tiere mit einem anderen Genotyp (Casp8cre- ko/ko, Casp8cre- ERT2 
ko/ko
, Casp8ERT2 f/ko) kontinuierlich abnahmen. Ab August 2010 wurden nur noch reinerbige Nachkommen 
geboren. Die starken Schwankungen in der Menge der monatlich geborenen Tiere sind auf die Anzahl 
der genutzten Zuchtkäfige zurückzuführen. 
 
3.2.3 Synopsis  
 
Da die beiden Mauslinien den Casp8-Knockout nach zwei unterschiedlichen Prinzipien induzie-
ren, ist ein Vergleich hinsichtlich der genotypischen Verteilung und der Anzahl der Nachkom-
men pro Wurf problematisch. Während die genotypische Verteilung in der konditionalen Mausli-
nie, aufgrund der Reinerbigkeit der Elterntiere, heterogen war, lassen sich durch die Verteilung 
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der Genotypen und die Würfgröße im konditionalen Knockout Rückschlüsse auf pränatale Aus-
wirkungen eines intestinalen Knockouts ziehen.  
Im Gegensatz dazu verdeutlichte die Verschiebung der Genotypen im konditionalen Knockout 
die Entstehung einer homogenen, zunehmend reinerbigen Mauslinie.  
 
3.3 Phänotypisierung bei intestinalem Caspase 8 Knockout 
 
Zur Überprüfung eventuell auftretender postnataler Effekte eines permanenten Knockouts wur-
den Casp8cre+ ko/ko-Tiere in der juvenilen Wachstumsphase (die ersten beiden Monate) sowohl 
auf äußerlich sichtbare Abweichungen bzw. Verhaltensauffälligkeiten (siehe 2.2.4), als auch 
hinsichtlich auftretender Letalität nach der Geburt untersucht.  
Die grundlegende Phänotypisierung der induzierbaren Knockout-Mäuse fand 7 Tage nach einer 
5-tägigen Induktion mit Tamoxifen und nach erfolgreicher Validierung der Deletion statt. Auf-
grund der Tatsache, dass die Zellen mit induzierter Deletion nach ca. 14 Tagen langsam ver-
drängt werden konnten, war eine Langzeit-Beobachtung der Effekte eines Caspase-8 Knock-
outs schwierig durchzuführen. Zur Aufrechterhaltung des induzierten Zustandes ist eine regel-
mäßige Nachinjektion von Tamoxifen i.p nötig, was allerdings oftmals zu Entzündungen der 
Bauchdecke durch die vermehrten Injektionen und somit zu verfälschten Ergebnissen führt. In-
sofern wurde dazu übergegangen den Ist-Zustand 7 Tage nach Ende der Tamoxifen-Induktion 
zu untersuchen. Da es sich bei den Zuchttieren um reinerbig homozygote Casp8cre+ p/p Tiere 
handelt, war eine Untersuchung des Genotypenverhältnisses überflüssig. Die Tiere wurden, 
genauso wie die konstitutiven Ko-Tiere, von Geburt an optisch auf Verhaltensauffälligkeiten un-
tersucht und eventuell auftretende Todesfälle protokoliert. Zusätzlich dazu fand eine genaue 
Begutachtung 7 Tage nach Tamoxifeninduktion statt. 
 
3.3.1 Pathophysiologie und Makroskopie 
 
Bei der ersten oberflächlichen Begutachtung der Casp8cre+ ko/ko-Tiere nach dem Absetzten, wa-
ren nicht nur Verhaltensauffälligkeiten (siehe 3.3.3) feststellbar, sondern die meisten betroffe-
nen Tiere zeigten auch Anzeichen einer verzögerten Entwicklung, was sich in einem verringer-
tem Wachstum bzw. Gewicht (siehe 3.3.2) manifestierte. Aufgrund der körperlichen Defizite war 
es möglich, einen Großteil der Tiere mit einem bestehenden Ko durch optische Begutachtung 
der äußeren Erscheinung bereits vor der Genotypisierung zu identifizieren (siehe Abbildung 3-9 
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A). Die unterdurchschnittliche körperliche Entwicklung spiegelte sich auch in der einer geringe-
ren Körpergröße wieder. Während die durchschnittliche Körpergröße (ohne Schwanz) einer Wt-
Maus in der dritten Lebenswoche bei ca. 8 cm lag (keine messbarer Unterschied zwischen den 
verschiedenen Genotypen cre+ f/f, cre+ f/ko, cre- ko/ko), konnte bei Caspase-8-Ko-Mäusen 
eine durchschnittliche Reduktion der Körpergröße um 13% auf 6,8 cm festgestellt werden 
(Abbildung 3-9 B). 
Das dauerhafte Fehlen von intestinaler Caspase-8 manifestierte sich folglich in einer makrosko-
pisch feststellbaren Entwicklungsverzögerung. 
 
Abbildung 3-9: Oberflächliche Phänotypisierung des konditionalen Knockouts. Der direkte Ver-
gleich der äußeren Erscheinung eines Caspase-8-Ko-Tieres (Casp8cre+ ko/ko) mit einem Wt- Kontroll-Tier 
(Casp8cre+ f/ko) im Alter von 27 Tagen. Die mit bloßem Auge sichtbare Entwicklungsverzögerung (A) spie-
gelten sich ebenfalls in dem Vergleich der Durchschnittsgrößen von Ko- und Wt-Tieren wieder (B).  
 
Im Gegensatz zu den untersuchten Tieren des konstitutiven Knockouts zeigten die induzierten 
konditionalen Ko-Tiere keine Veränderungen des äußeren Erscheinungsbildes nach Tam-
Induktion. So konnten weder Gewichtsreduktionen noch Hämatochezie festgestellt werden. Die 
Tiere waren augenscheinlich gesund und nicht von den uninduzierten Wt-Kontrollen zu unter-
scheiden. 
 
3.3.2 Konstitution und Gewicht  
 
Einhergehend mit der verringerten Körpergröße zeigten die Casp8cre+ ko/ko -Tiere, zusätzlich zu 
einem geringeren Geburtsgewicht, häufig eine rapide Abnahme an Körpergewicht nach dem 21 
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Lebenstag, was sich in einem deutlich geringeren Durchschnittsgewicht der Casp8cre+ ko/ko -Tiere 
am Ende der dritten Lebenswoche wiederspiegelte (siehe Abbildung 3-10 A, B).  
Von 26 Caspase-8-Ko-Tieren, die nach dem Absetzten beobachtet wurden, wiesen 25 entwe-
der verzögerte Gewichtsaufnahme, Gewichtsreduktion und damit einhergehend ein geringeres 
Gesamtgewicht nach Abschluss der juvenilen Phase auf. Überstand ein Caspase-8-Ko-Tier al-
lerdings die beschriebene Gewichtsreduktion, fand häufig eine Angleichung an die Gewichts- 
und Größenparameter der Wt-Tiere statt. 
 
Abbildung 3-10: Gewichtsunterschiede bei Casp8cre+ ko/ko-Tieren. Durch die intestinale Deletion von 
Caspase-8 kam es in der juvenilen Entwicklungsphase zu einem verlangsamten Gewichtsaufbau und 
sogar zur Reduktion von Körpergewicht (A). Die führte zu einem deutlichen Gewichtsunterschied zwi-
schen Ko-und Kontrolltieren nach dem ersten Lebensmonat (B).  
 
Wie bereits bei der pathophysiologischen Begutachtung, zeigte die konditionale Mauslinie auch 
keine Auffälligkeiten bezüglich Gewichts 7 Tage nach Tamoxifeninduktion. 
 
3.3.3 Verhalten 
 
Mit der körperlichen Unterentwicklung bei der gingen meist auch auffällige Verhaltensstörungen 
einher. Während einige wenige Tiere einen unauffälligen Verhaltensphänotyp aufwiesen, kam 
es bei der Mehrzahl der Casp8cre+ ko/ko -Mäuse zu einem schwach bzw. stark abnormalen Ver-
halten (siehe Abbildung 3-12). Die Tiere zeigen Lethargie, verlangsamte Bewegungsabläufe und 
eine gekrümmte Körperhaltung. Dies führt in schweren Fällen bis zu einer völligen Apathie. 
Teilweise halten die betroffenen Mäuse ihre Augen halb oder ganz geschlossen und zeigen ein 
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ungepflegtes Erscheinungsbild und stumpfes Fell. Sie reagierten teilweise auch nicht auf äuße-
re Reize, wie Berührungen. 
  
Abbildung 3-11: Verhaltensauffällig-
keiten bei Casp8cre+ ko/ko-Tieren:   
In der vierten Woche nach der Geburt 
zeigten 84% der Casp8cre+ ko/ko -Tiere 
Verhaltensauffälligkeiten wie eine ge-
krümmte Körperhaltung oder verlang-
samte Bewegungsabläufe. Bei der 
Mehrzahl der Tiere waren die beschrie-
benen Anomalitäten beträchtlich.       
Im Gegensatz dazu zeigte die induzierbare Mauslinie keinerlei Verhaltensunterschiede zwi-
schen Knockout und Wildtyptieren. 
 
3.3.4 Erhöhte Letalität bei Casp8cre+ ko/ko-Tieren 
 
Die vorangehend beschriebene Gewichtsreduktion der Casp8cre+ ko/ko -Tiere führte in vielen Fäl-
len zu letalen Konsequenzen. Während der ersten 5 Lebenswochen kam es bei einer unter-
suchten Gruppe von 33 Caspase-8-Ko-Tieren bei 15 Exemplaren (45 %) zu einem vorzeitigen 
Exitus, wohingegen alle beobachteten 36 Tiere der Wt-Kontrollgruppe lebensfähig waren (siehe 
Abbildung 3-12). Betrachtet man alle während der Dauer dieser Arbeit untersuchten Wt-Tiere, 
so fällt auf, dass im Gegensatz zu den Ko-Tieren nur etwa 1,9 % aller gezeugten Wildtyptiere 
innerhalb der ersten 5 Wochen starben (6 Tiere von 312).  
Nach dem Erreichen der sechsten Lebenswoche (< 36 d) waren keine weiteren physiologischen 
Todesfälle bei Caspase-8-Ko-Tieren mehr feststellbar. Da die Tiere erst nach dem Zeitpunkt 
des Absetzens untersucht wurden, konnten früher auftretende Todesfälle nicht berücksichtigt 
werden. Im Verlauf der Untersuchungen waren jedoch keine Auffälligkeiten der Würfe vor dem 
Absetzten feststellbar. 
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Abbildung 3-12: Überlebensrate 
von Casp8cre+ ko/ko-Tieren. Darge-
stellt ist die Überlebensrate von 
Caspase-8-Tieren im Vergleich zu 
Wt-Kontrolltieren. Verglichen wurden 
33 Ko- und 36 Wt-Tiere im Zeitraum 
vom 17. bis zum 33. Tag nach der 
Geburt. 
 
3.4 Mikroskopie 
 
Um den potentiellen Einfluss einer Caspase-8-Deletion auf histologischer Ebene zu untersu-
chen, wurden Gewebsschnitte der verschiedenen Abschnitte des Intestinums (Duo/Je/Il pr./Il 
ter//Co pr/Co dist) angefertigt (siehe 2.4.1). Durch die lichtmikroskopische Auswertung dieser 
histologischen Schnitten erfolgte die Bestimmung morphologischer Aberrationen innerhalb des 
Darms, wobei der Fokus auf den Dünndarm gelegt wurde. 
Die Beurteilung der konstitutiven Mauslinie erfolgte bei männlichen Tieren zwischen dem 27. 
und 30. Lebenstag. Wegen der besseren Überlebensfähigkeit der konditionellen Mauslinie wur-
den bei dieser Linie ausschließlich 8 – 9 Wochen alte, männliche Tiere verwendet. Bei jedem 
Versuch wurde für spätere Vergleiche mindestens ein geeignetes Wt-Kontrolltier mitgefärbt und 
untersucht. 
 
3.4.1 Intestinale Phänotypisierung 
 
Die exakte Bestimmung der von dem Knockout betroffenen Zellpopulationen bzw. Gewebebe-
reiche setzte die genaue Definition der Villin-Expression voraus. Aus diesem Grund wurde zu-
erst eine immunhistolgische Villin-Färbung (2.4.5) durchgeführt, um die von dem Knockout be-
troffenen Gebiete zu bestimmen. Wie erwartet waren bei beiden Mauslinien die angefärbten 
Zellen auf das Epithel beschränkt, die Lamina propria und die Lamina mucosae zeigten hinge-
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gen keine Färbung (siehe Abbildung 3-13), woraus geschlussfolgert werden konnte, dass sich 
die Caspase-8 Deletion auf das intestinale Epithel beschränkte. 
Abbildung 3-13: Villin Expression.  
Villin-Expression in einem exemplari-
schen Dünndarmabschnitt (40x Vergrö-
ßerung). Angefärbt wurde ausschließlich 
das Epithel. Die Lamina propria und La-
mina mucosae wiesen keine Expression 
auf. 
 
3.4.1.1 Morphologische Betrachtung 
 
Für die anschließende Beurteilung der morphologischen Unterschiede in der durch die Villin-
Färbung bestimmten Region wurden Hämatoxylin-Eosin-Färbungen (siehe 2.4.3.1) angefertigt. 
 
Konstitutive Mauslinie 
Bereits bei Übersichtsvergrößerung zeigten sich in der HE-Lichtmikroskopie von Casp8cre+ ko/ko-
Tieren deutliche morphologische Unterschiede zwischen einem Caspase-8-Ko-Tier und den 
Wildtypkontrollen (siehe Abbildung 3-14). Die Veränderungen waren jedoch nicht homogen 
über das gesamte Intestinum verteilt. So verursachte eine Caspase-8-Deletion innerhalb des 
Dünndarms morphologisch augenfällige Veränderungen, jedoch nicht im Dickdarm. 
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Abbildung 3-14: Übersicht Morphologie der konstitutiven Mauslinie.  Übersichtsaufnahme des Je-
junums eines Wt-Kontroll-Tieres (A) im Vergleich mit einem Casp8-Ko-Tier (B) (5x Vergrößerung). Gut zu 
erkennen ist die teils fleckenförmig imponierende Störung der Morphologie des Ko-Tieres. 
 
Innerhalb der untersuchten Darmsegmente des Dünndarms waren zahlreiche histologische Ab-
errationen erkennbar, die nicht nur fokal lokalisiert, sondern auch großflächig auftraten. Neben 
dem gehäuften Auftreten von Zelluntergängen (siehe3.4.1.2) und der vermehrten Invasion von 
neutrophilen Granulozyten (siehe 3.4.1.5), konnten zahlreiche Läsionen des Schleim-
hautepithels festgestellt werden, von denen einige exemplarisch in Abbildung 3-15 dargestellt 
sind. So kam es offenbar zu Fehlern in der terminalen Ausdifferenzierung der Zellen und es 
entwickelten sich oftmals fokale Hyperplasien von undifferenzierten imponierenden Zellen in-
nerhalb des Kryptenepitels in der Lamina propria. Eine weitere häufig zu findende Veränderung  
war die Mukosainvasion inflammatorischer Zellen. Sie war besonders stark ausgeprägt in der 
Nachbarschaft zu Krypten mit undifferenziert erscheinendem Epithel. In solchen Arealen waren 
teilweise auch Erosionen zu finden. 
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Abbildung 3-15: Detailaufnahmen des 
intestinalen Phänotyps. HE-Färbung 
der einzelnen Darmsegmente (Duo-
denum, Jejunum, Ileum proxi-
mal/terminal; Colon proximal/distal; 20x 
Vergrößerung). Die Gewebsschnitte der 
Wt-Kontrollen waren histologisch unauf-
fällig (A). Im Gegensatz dazu wiesen die entsprechenden Dünndarmabschnitte der Casp8-Ko-Tiere (hier 
vergrößert dargestellt) Läsionen des Kryptenepithels auf. Bei diesen Tieren kam es zur vermehrten Infilt-
ration inflammatorischer Zellen (roter Pfeil), zum Absterben von Krypten (roter Kreis), zur Erosion des 
Darmepithels (blauer Kreis) und teilweise sogar zum Kryptenverlust (blauer Pfeil). 
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Konditionelle Mauslinie 
In Korrelation zum makroskopischen weniger stark ausgeprägten Phänotyp zeigten sich in der 
konditionalen Mauslinie sowohl in der grundlegenden Architektur des Darmepithels als auch in 
der Morphologie der einzelnen Krypten keine so massiven Schädigungen und Aberrationen wie 
in der konstitutiven Mauslinie (siehe Abbildung 3-16).  
 
Abbildung 3-16: Übersicht Morphologie der konditionalen Mauslinie.  Übersichtsaufnahme des Je-
junums eines Casp8-Ko-Tier (5x Vergrößerung). Zwar zeigen sich leichte morphologische Aberrationen, 
jedoch in schwächerer Ausprägung als beim konstitutiven Tier. Die grundlegende Kryptenstruktur blieb 
mehrheitlich unverändert. 
 
Die im konstitutiven Knockout auftretenden gravierenden morphologischen Veränderungen in-
nerhalb des Schleimhautepithels wie Hyperplasien und fokale Invasion von entzündlichem Ge-
webe konnten zwar ebenfalls in induzierten Ko-Tieren nachgewiesen werden, zeigten jedoch 
insbesondere quantitativ gesehen eine deutlich schwächere Ausprägung (siehe Abbildung 
3-17). Manifestierte Ephiteldefekte wie z.B. Epithelerosionen kamen in dieser Mauslinie hinge-
gen extrem selten vor. Im Vergleich zum konditionalen Tier waren  auch die entzündlichen Ver-
änderungen vergleichsweise selten zu finden und mild ausgeprägt. 
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Abbildung 3-17: Übersicht Morpholo-
gie der konditionalen Mauslinie.  HE-
Färbung der einzelnen Darmsegmente; 
20x Vergrößerung). Im Gegensatz zu 
den Wt-Kontrollen (A) kam es im Dünn-
darmbereich einzelner induzierter Tiere 
(Casp8∆int; hier vergrößert dargestellt) 
zur vereinzelten Invasionen inflammatorischer Zellen (roter Kreis). Das Colon war histologisch unauffällig. 
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Trotz der vergleichsweise schwächeren Ausprägung  der morphologisch fassbaren Verände-
rungen, zeigten sich bei den Knockouts der konditionellen Mauslinien dieselben Auffälligkeiten 
wie bei konstitutiven Tieren. Die Gemeinsamkeiten in den histologischen Befunden beider 
Mauslinien deuten darauf hin, dass die konditionellen Tiere zwar dieselben morphologischen 
Veränderungen bekamen, sich jedoch in einem früheren Stadium innerhalb des  als reaktiv zu 
bewertenden inflammatorischen Prozesses befanden.  
 
3.4.1.2 Zytologische Beurteilung von Zelltod 
 
Es ist bekannt, dass sich die Zellkerne von apoptotischen-, nekrotischen und nekroptotischen 
Zellen im Verlauf des Prozesses verkleinern, kondensieren und letztendlich fragmentierten. 
Solche kondensierten Zellkerne lassen sich bei einer histologischen Begutachtung unter dem 
Lichtmikroskop gut erkennen (Böcker et al., 2012). Alternativ kann dies auch mittels Fluores-
zenzmarkierung von fragmentierter DNA erreicht werden. 
Konstitutive Mauslinie 
Betrachtete man die Mukosa von konstitutiven Caspase-8-Ko-Mäusen, zeigte sich eine ver-
mehrte Anzahl solcher Zellkerne zwischen den vital imponierenden Kryptenepithelien (siehe 
Abbildung 3-18). Der Dünndarm zeigte zahlreiche solche Kernformen, während im Dickdarm 
Zellen mit kondensierten Zellkernen lediglich sporadisch zu finden waren. 
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Abbildung 3-18: Kondensierte Zellkerne beim konstitutiven Ko-Tier.  (A) Der direkte Vergleich eines 
charakteristischen Duodenums eines Casp8-Ko-Tieres im Vergleich mit einer Wt-Kontrolle (20x Vergrö-
ßerung). Rote Pfeile markieren kondensierte Zellkerne und damit absterbende Zellen. In einer Detailauf-
nahme (B) werden zwei betroffene Zellen dargestellt (Originale Vergrößerung: 63x Vergrößerung). Auch 
die anderen Dünndarmabschnitte (Je, Il pr, Il ter) enthielten eine stark erhöhte Anzahl absterbender Zel-
len (C), von denen die meisten in den Krypten lokalisiert waren. 
 
Zur Bestimmung der genauen Anzahl der kondensierten Zellkerne innerhalb einer Krypte bzw. 
Zotte wurden 50 einzelne Krypten / Zotten eines Darmsegments ausgezählt. Diese Prozedur 
wurde bei drei verschiedenen Tieren durchgeführt und der Mittelwert des jeweiligen Ergebnis-
ses gebildet (siehe Anhang; Tabelle 9-1). Bei den Casp8cre+ ko/ko-Tieren war es aufgrund der 
stark gestörten Morphologie teilweise schwierig genügend klar definierte Krypten zu finden, hier 
musste teilweise mehrere Schnitte (von gleichen Tier) eines Darmsegments zusammengefasst 
werden. 
Die in Abbildung 3-19 zusammengefassten Daten zeigen eine deutliche Vermehrung von ab-
sterbenden Zellen innerhalb des Schleimhautepithels nach einer Deletion von Caspase-8. Die-
ses Phänomen beschränkte sich allerdings auf die Krypten des Dünndarms, während in den 
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Zotten keine erhöhte Anzahl von kondensierten Zellkernen nachweisbar ist. Innerhalb des Co-
lons war nur eine leichte Tendenz für vermehrten Zelltod zu beobachten.  
Die absterbenden Zellen zeigten innerhalb des Dünndarms keine homogene Verteilung. Neben 
Kryptenbereichen, die keine kondensierten Zellkerne zeigten, waren in anderen Gebieten bis zu 
maximal 4 betroffene Zellen innerhalb einer Krypte vorhanden. Bei den Wt-Kontrolltiere waren 
von 1200 ausgezählten Krypten nur in einem Fall zwei kondensierte Zellkerne innerhalb einer 
Krypte gefunden worden. 
 
 
Abbildung 3-19: Auszählung kondensierter Zellkerne im konstitutiven Ko-Tier. Während in den Zot-
ten keine Unterschiede in der Anzahl absterbender Zellen festgestellt wurden (A), waren in den Krypten 
des Dünndarms nach einem Casp8-Ko 6 (Duo) – 15mal (Je) mehr kondensierte Zellkerne vorhanden (B). 
Im Ileum wurden über 10mal mehr kondensierte Zellkerne nach casp8-Deletion gezählt (n=3; 50 Kryp-
ten/Zotten je Segment). 
 
Konditionale Mauslinie 
Die Auszählung der kondensierten Zellkerne fand in Übereinstimmung mit der beim konditiona-
len Ko angewendeten Methodik statt. Nach der erfolgreichen Applikation von Tamoxifen kam es 
auch bei den induzierbaren Ko-Tieren zu einer vermehrten Anzahl kondensierter Zellkerne. 
Dies betraf vor allem den Dünndarm und hier überwiegend den Kryptenbereich. 
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Abbildung 3-20: Kondensierte Zellkerne beim konditionalen Ko-Tier.  Im Vergleich eines exemplari-
schen Duodenums nach Casp8-Deletion mit einer Wt-Kontrolle (A) (40x Vergrößerung), wurden im Kryp-
tenbereich vermehrt kondensierte Zellkerne gefunden (rote Pfeile), was ebenfalls in der Detailaufnahme 
gut erkennbar war (B) (Originale Vergrößerung63x Vergrößerung). Dies konnte auch für die Krypten der 
anderen Dünndarmsegmente gezeigt werden. Das Colon war auch bei der induzierbaren Mauslinie un-
auffällig. 
 
Die anschließend durchgeführte Auszählung (siehe Anhang; Tabelle 9-2) von je 50 Krypten pro 
Darmsegment in jeweils drei Tieren pro Ko- und Wt-Gruppe ergab, in Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen aus dem konstitutiven Ko, eine deutlich erhöhte (5,7 – 15fach) Anzahl kondensier-
ter Zellkerne innerhalb der Krypten, wie in Abbildung 3-21 dargestellt. Die Verteilung der zu-
grunde gehenden Zellen innerhalb des Darmepithels wies starke Ähnlichkeit mit konditionalen 
Ko-Tieren auf. Sie beschränkte sich hauptsächlich auf den Dünndarm, war aber über die ein-
zelnen Krypten nicht inhomogen verteilt. Auch in induzierten Ko-Tieren gab es Krypten mit 0 bis 
hin zu 4 aberranten Zellkernen, wobei in den Wt-Kontrollen Krypten mit mehr als einem kon-
densierten Zellkern äußerst selten vorkamen. Tendenziell war die Anzahl der auffälligen Zell-
kerne pro Krypte im induzierbaren Ko (0,7) um fast 25 % geringer als im konstitutiven Ko (0,9). 
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Abbildung 3-21: Auszählung kondensierter Zellkerne im konditionalen Ko-Tier. In Übereinstimmung 
mit dem konstitutiven Ko konnten nach einem Casp8-Ko in den Zotten keine Unterschiede in der Anzahl 
absterbender Zellen festgestellt werden (A), in den Krypten des Dünndarms waren aber signifikant mehr 
kondensierte Zellkerne vorhanden (B) (n=3; 50 Krypten/Zotten je Segment). 
 
3.4.1.3 Darstellung absterbender Zellen mittels TUNEL-Färbung 
 
Zur Bestätigung der histologischen Daten wurden zum unabhängigen Nachweis von Zellunter-
gängen (wobei zwischen apoptotischen und nekrotischem Zelltod nur bedingt unterschieden 
werden kann) TUNEL-Tests durchgeführt (siehe 2.4.6). Da für diese Methode sowohl Frischma-
terial als auch paraffinfixiertes Material verwendet werden konnte, wurde nach der Anfertigung 
der entsprechenden Schnitte (siehe 2.4.1 bzw. 2.4.2) das jeweils passende Protokoll (siehe 
2.4.6.1 bzw. 2.4.6.2) angewendet. 
 
Konstitutive Mauslinie 
Durch die TUNEL-Färbungen konnten die histologischen Befunde der Mikroskopie verifiziert 
werden, da es in den Kryptenbereichen zur vermehrten Fluoreszenzmarkierung einzelner Zell-
kerne kam. In Abbildung 3-22 ist ein exemplarisches TUNEL-Ergebnis eines Dünndarmab-
schnitts gezeigt. 
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Abbildung 3-22: TUNEL-Färbung an Frischgewebe. TUNEL-Färbung des Duodenums. (A) Im Ko-Tier 
kam es zum gehäuften Absterben (grüne Fluoreszenzmarkierungen) von Zellen, wobei bei der Wt-
Kontrolle keine Anfärbungen auftraten (20x Vergrößerung). (B) Vergrößert dargestellt ist eine exemplari-
sche Krypte (Originale Vergrößerung: 63x Vergrößerung), wobei hier bereits die Fragmentierung einzel-
ner Zellkerne erkennbar ist. 
 
Um die Möglichkeit zu haben, die histologischen Befunde direkt mit einer TUNEL-Färbung ver-
gleichen zu können, wurden sequenzielle Schnitte angefertigt, die parallel HE und TUNEL ge-
färbt wurden.  
Bei vielen dieser Vergleiche konnten Bereiche oder sogar Zellkerne gefunden werden, die laut 
histologischem Befund kondensiert vorlagen und ebenfalls eine Fluoreszenzfärbung im TUNEL-
Assay aufwiesen (vgl. Abbildung 3-23 A, C, D). Da es unmöglich war, einen bestimmten Zell-
kern zweifelsfrei auf beiden Schnitten zu identifizieren, ist es nicht ausgeschlossen, dass es 
sich bei einigen Übereinstimmungen auch um benachbarte absterbende Zellen handeln könnte. 
Aufgrund der besseren Sensitivität und der veränderten Schnittebene konnten im TUNEL mehr 
Zellen als absterbend identifiziert werden, als kondensierte Zellkerne gezählt werden konnten. 
Auffällig ist das mitunter vorkommende, vermehrte Auftreten TUNEL-angefärbter Zellen in undif-
ferenziertem bzw. entzündlichem Gewebe, ohne das in diesem Bereich die entsprechenden 
kondensierten Zellkerne beobachtet werden konnten (vgl. Abbildung 3-23 B). 
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Abbildung 3-23: Sequenzielle HE- und TUNEL-Färbung. (A) In einem Casp8cre+ ko/ko-Tier waren in se-
quentiellen Schnitten sowohl in der HE als auch in der TUNEL-Färbung absterbende Zellen im selben 
Bereich lokalisiert (farbige Pfeile)(40x Vergrößerung). In Bereichen von Gewebsinvasionen kam es zu 
lokaler Anhäufung von TUNEL-positiven Zellen, wobei in der HE-Färbung hier keine kondensierten Zell-
kerne beobachtet werden konnten. (B) In den Wildtypkontrollen waren keine Anfärbungen festzustellen. 
Diese Auffälligkeiten konnten in jedem Dünndarmabschnitt beobachtet werden (C), wobei im Dickdarm 
nur stark vereinzelt angefärbte Zellen auftraten (D). 
 
Konditionale Mauslinie 
Zur Ergänzung und Validierung der im konstitutiven Tier gewonnenen Erkenntnisse wurde beim 
induzierbaren Knockout ebenfalls ein TUNEL-Assay mit der bereits beschriebenen Methodik 
durchgeführt. So konnte in der induzierbaren Mauslinie ebenfalls eine stark erhöhte Anzahl 
TUNEL-positiver Zellen im Dünndarmepithel nachgewiesen werden. Die markieren Zellen be-
fanden sich mehr oder weniger gleichmäßig ringförmig verteilt in den Krypten des Epithels (sie-
he Abbildung 3-24 A). Dieser Effekt trat in allen Dünndarmkompartimenten mit ähnlicher Intensi-
tät auf, wobei er im Dickdarm nicht beobachtet werden konnte (siehe Abbildung 3-24 C). Eine 
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häufige Clusterbildung von TUNEL-positiven Zellen, wie im invasiven Entzündungsgewebe des 
konditionalen Knockouts konnte nicht beobachtet werden. 
 
 
Abbildung 3-24: TUNEL-Färbung an Kryogewebe. Im Duodenum (A) eines exemplarischen induzier-
ten-Tier (10x Vergrößerung) kam es zum gehäuften Absterben von TUNEL-positiven Zellen innerhalb der 
Krypten, wobei bei den Wt-Kontrollen keine Anfärbung auftraten (20x Vergrößerung). (B) Vergrößert dar-
gestellt ist eine exemplarische Krypte (Originale Vergrößerung: 63x Vergrößerung), wobei hier bereits die 
Fragmentierung einzelner Zellkerne erkennbar ist. (B) Auch in den anderen Dünndarmsegmenten konn-
ten ähnliche Phänomene nachgewiesen werden (40x Vergrößerung), wobei das Colon symptomfrei blieb.  
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3.4.1.4 Verlust von Paneth-Zellen 
 
Paneth-Zellen sind basal im Kryptenbereich lokalisiert und tragen aufgrund ihrer Eigenschaft als 
exokrine Zellen grundlegend zur Aufrechterhaltung der gastrointestinalen Schleimhautbarriere 
bei (Potten, 1995).  
 
Konstitutive Mauslinie 
Im Zuge der histologischen Begutachtung fiel die geringe Anzahl von Paneth-Zellen im Dünn-
darm von Casp8cre+ ko/ko-Tieren auf(siehe Abbildung 3-25).  
 
Abbildung 3-25: Verlust von Paneth-Zellen im konstitutiven Ko. HE-Färbung (Vergrößerung 40x). Im 
Casp8-Ko-Tier war die Anzahl von Paneth-Zellen (rot umrandet) im Vergleich zu einem Wt-Tier deutlich 
verringert 
 
Ähnlich wie bei der Auszählung der kondensierten Zellkerne (3.4.1.2) wurden zur Verifizierung 
des histologischen Befundes ebenfalls je 50 Krypten a drei Tiere pro Gruppe ausgezählt. Die 
zusammengefassten Daten aus Abbildung 3-26 belegen eine hoch signifikant verminderte An-
zahl von Paneth-Zellen nach der intestinalen Deletion von Casp8 in allen Dünndarmabschnit-
ten. 
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Abbildung 3-26: Verlust von Paneth-
Zellen. Die durchschnittliche Paneth-
Zellzahl pro Krypte innerhalb des ge-
samten Dünndarms verminderte sich 
durch eine Casp8-Deletion von 4,25 
Zellen um den Faktor 7 auf 0,61 Zellen 
(n=3; 50 Krypten/Zotten je Segment). 
 
 
Konditionelle Mauslinie 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem konstitutiven Knockout hatte eine Deletion 
von Caspase-8 Einfluss auf die Anzahl der vorhandenen Paneth-Zellen im Dünndarmepithel. 
Bereits bei der optischen Begutachtung HE-gefärbter histologischer Schnitte war in allen Darm-
segmenten ein deutlicher Rückgang von Paneth-Zellen zu verzeichnen (Abbildung 3-27). Im 
Gegensatz zum konstitutiven Knockout konnte eine signifikante Reduktion aber lediglich im Du-
odenum und Jejunum festgestellt werden, obwohl auch im Ileum eine tendenziell starke Ab-
nahme der Zellzahl auftrat. Durch die Auszählung ergab sich eine im Durchschnitt um ca. 50% 
verringerte Anzahl von Paneth-Zellen im gesamten Dünndarm 7 Tage nach Ende der Tamoxi-
feninduktion.  
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Abbildung 3-27: Verlust von Paneth-
Zellen im konditionalen Ko. HE-Färbung 
(Vergrößerung 40x). Im induzierten 
Casp8∆int-Tier war die Anzahl der gezählten 
Paneth-Zellen (rot umrandet) im Vergleich 
zu einem Wt-Tier deutlich verringert (A). Die 
durchschnittliche Zellzahl im gesamten 
Dünndarm reduzierte sich um ca. 46% von 
4,7 auf 2,5 Paneth Zellen pro Krypte. 
 
 
3.4.1.5 Invasion neutrophiler Granulozyten 
 
Neutrophile Granulozyten gehören zu den ersten Anzeichen einer entzündlichen Reaktion und 
migrieren binnen Stunden aus den Blutgefäßen zu dem Infektionsherd (Segal, 2005). Während 
des Frühstadiums und der akuten Entzündung spielen sie eine Schlüsselrolle in der Eindäm-
mung bakteriellen Wachstums und der Zerstörung derselben (Witko-Sarsat et al., 2000). Inso-
fern ist die Rekrutierung von ausgereiften (segmentkernigen) neutrophilen Granulozyten in ein 
Gewebe ein stichhaltiger Hinweis für das Stattfinden inflammatorischer Prozesse. Die Durchfüh-
rung einer Chloroacetat-Esterase-Färbung ermöglicht die Darstellung von neutrophilen Gra-
nulozyten mittels einer dunkelroten Anfärbung.  
Konstitutive Mauslinie 
Verglich man die Anzahl angefärbter Zellen in einem Ko- und einem Wt-Tier fiel die stark erhöh-
te Anzahl CAE-positiver Zellen im Kryptenbereich der Ko-Tiere auf (siehe Abbildung 3-28). Be-
sonders augenfällig war die Akkumulation von Granulozyten in den aberranten undifferenzierten 
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Geweben des Dünndarms. Am stärksten ausgeprägt waren diese Aberrationen innerhalb des 
Duodenums und des Jejunums, was auf fortgeschrittene inflammatorische Prozesse hindeutete. 
Während im Colon dieser Effekt nicht zu beobachten war (Daten nicht gezeigt), wurden eben-
falls in der Milz Anzeichen für inflammatorische Prozesse gefunden (siehe Abbildung 3-28 C). 
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Abbildung 3-28: Invasion neutrophiler Granulozyten. Chloroacetat-Esterase-Färbung (Vergrößerung 
20x). Im Kryptenbereich des Duodenum (A) der Ko-Tiere zeigte sich eine starke Akkumulation neutrophi-
ler Granulozyten (dunkelrot), während im der WT-Kontrolle nur vereinzelte Zellen in das Gewebe migriert 
waren. Besonders stark ausgeprägt war dieser Effekt in den durch einen Casp8-Ko morphologisch ver-
änderten Bereichen der Krypte. Dies trat ebenfalls im Jejunum und leicht abgeschwächt im Ileum auf (B). 
Auch in der Milz konnte die Migration neutrophiler Granulozyten in das Gewebe gezeigt werden (C). 
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Konditionale Mauslinie 
Im Interstitium eines induzierten Ko-Tieres zeigte sich, wenn überhaupt, lediglich eine leicht er-
höhte Anzahl von, durch CAE-Färbung markierter, neutrophiler Granulozyten (Daten nicht ge-
zeigt). Die beim konstitutiven Knockout vorkommenden Akkumulationen von Leukozyten im ab-
erranten Gewebsbereichen sind im induzierbaren Tier nicht nachweisbar. Auch die CAE-
gefärbten Milzpräparate wiesen keine auffälligen Invasionen von neutrophilen Granulozyten auf. 
 
3.4.1.6 Elektronenmikroskopische Analysen 
 
Zur Aufklärung der morphologischen Abweichungen auf zellulärer Ebene und der ultrastruktu-
rellen Darstellung des Schleimhautepithels wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der 
betroffenen Regionen angefertigt. Dadurch sollten die lichtmikroskopischen Befunde der Aus-
wirkungen des Fehlens von Casp8 auf zellulärer bzw. subzellulärer Ebene weiter charakterisiert 
werden.  
 
Konstitutive Mauslinie 
Die beschriebenen kondensierten Zellkerne mit den dazugehörigen Zellen in den Krypten waren 
auch in der Elektronenmikroskopie erkennbar. Diese Zellen zeigten allgemein eine niedrigere 
Elektronendichte und konnten wegen des dadurch veränderten Erscheinungsbildes gut identifi-
ziert werden. Weitere Merkmale waren die diffuse Zerstörung des Zellkerns einhergehend mit 
dem Fehlen strukturintakter Mitochondrien und teils interzellulare Retention elektronendichter 
Granula. Im Gegensatz dazu waren apoptosetypische Einschnürungen der Membran oder 
apoptotische Körperchen nicht nachweisbar. Interessanterweise sah es bei einigen dieser Zel-
len so aus, als würde der zelluläre Inhalt in die angrenzende Lamina propria „auslaufen“, was 
als ein Hinweis auf ein Zusammenbrechen der Integrität der Zellwand gewertet werden kann. 
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Abbildung 3-29: 
TEM- Aufnahme ei-
ner absterbenden 
Kryptenzelle. Gezeigt 
ist eine absterbende 
Kryptenzelle von ei-
nem Casp8cre+ ko/ko 
Tier im terminalen 
Ileum. Auffällig ist die 
diffuse Zerstörung des 
Zellkerns (Z), das 
Fehlen strukturintakter 
Mitochondrien (M) 
und eine hohe Anzahl 
von Ansammlungen 
zahlreicher Granula. 
Dies Zelle schien 
durch Lücken in der 
Zellmembran in die 
Lamina propria auszu-
laufen (roter Pfeil). 
 
Bei der Betrachtung der Krypten eines Wildtyp-Tieres bildete das Epithelgewebe einen so en-
gen Zellverbund, dass keine Interzellularsubstanz zu erkennen war (siehe Abbildung 3-30 B 
und vergleiche auch Jastrow & Wartenberg, 2001). Im Gegensatz dazu war bei den Knockout- 
Tieren in weiten Bereichen eine Vergrößerung des Abstandes der Plasmamembranen benach-
barter Zellen zu beobachten (siehe Abbildung 3-30 A). Als Konsequenz davon kam es zu der 
Entstehung von vergrößerten Interzellularräumen, in denen sich teilweise Fremdmaterial be-
fand. Trotz der in diesen Regionen offensichtlich verringerten Stabilität der Interzellularkontakte 
wurden hier morphologisch intakt imponierende Desmosome gefunden (siehe Abbildung 3-30 
C). Die erhöhte Anzahl an neutrophilen Granulozyten, die bereits durch die CAE-Färbung ge-
zeigt wurde, konnte ebenfalls in der elektronenmikroskopischen Betrachtung wiedergefunden 
werden (siehe Abbildung 3-30 D). Die Granulozyten waren teilweise in unmittelbarer Nähe zu 
den bereits erwähnten Fremdmaterialien lokalisiert. Diese Phänomene traten in allen Dünn-
darmsegmenten auf, schienen aber im terminalen Ileum tendenziell am stärksten ausgeprägt. 
. 
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Abbildung 3-30: Elektronenmikroskopische Be-
trachtung der Kryptenregion. Darstellung einer 
sequentiellen TEM-Vergrößerung (280x, 2800x, 
4600x, 17000x) einer exemplarischen Gewebeprobe 
eines terminalen Ileums von einem Knockout-Tier 
(A). Markiert sind vergrößerte Interzellularräume 
(rote Pfeile), in denen teilweise Fremdmaterialien 
lokalisiert waren (blaue Kreise). Die Wt-Kontrollen 
(B) waren ohne fassbare morphologische Auffällig-
keiten. Trotz des vergrößerten Interzellularraumes 
waren Desmosomen (orange Kreise) vorhanden und 
imponierten morphologisch intakt (C) (Vergrößerung 
22000x). Auch in das Gewebe migrierte Granulozyten (rot umrandet) waren nachweisbar 
(D)(Vergrößerung 2800x). 
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Innerhalb der Zotte kam es nach einem Knockout von Caspase-8 zu einer stark erhöhten An-
zahl von absterbenden Zellen in der Deckepithelschicht (siehe Abbildung 3-31 A). Diese Zellen 
verloren ihre geordnete Morphologie und lösten sich aus dem Zellverband. Teilweise bedingte 
dies eine großflächige Ablösung von Zellen in das Lumen. Eine weitere Auffälligkeit war das 
fokale Auftreten von strukturgestörten Mitochondrien (siehe Abbildung 3-31 C), die man gut an 
der verringerten Elektronendichte (erscheinen heller) erkennen konnte.  
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Abbildung 3-31: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Zottenregion. Darstellung einer TEM-
Vergrößerung (2800x) einer apikalen Zotte eines Casp8Cre+ ko/ko-Tieres. Einzelne Zellen des Deckepithels 
starben ab (A, linkes Bild, rot umrandet) und es kam zu einer Ablösung der Zellen in das Lumen (mittleres 
Bild, rot umrandet). Teilweise wurden mehrere Zellen als komplette Zellverbände in das Lumen abgesto-
ßen (rechtes Bild, roter Kreis). (C) Auffällig war auch das teilweise Absterben von Mitochondrien, deutlich 
erkennbar an der verringerten Elektronendichte (rote Pfeile)(verzahnte Enterozyten im Querschnitt). 
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Die in der lichtmikroskopischen Begutachtung gefundenen Veränderungen, wie z.B. entzündlich 
überlagerte fokale Epithelläsionen, konnten somit durch die Elektronenmikroskopie bestätigt 
und weiter charakterisiert  werden.  
 
Konditionelle Mauslinie 
Bei der Betrachtung der Kryptenregion der konditionellen Ko-Tiere in der Transelektronenmik-
roskopie konnten keine so gravierenden morphologischen Veränderungen festgestellt werden 
wie beim konstitutiven Knockout-Tier. Zwar waren die absterbenden Zellen innerhalb der Kryp-
tenregion (siehe Abbildung 3-29) und andere, im konditionalen Knockout bereits beschriebene, 
kleinere Veränderungen wie das Vorkommen neutrophiler Granulozyten oder das lokale Auftre-
ten von dichteveränderten Mitochondrien nachweisbar. Jedoch  fanden sich die beim konstituti-
ven Knockout dargestellten Aufweitungen der Interzellularräume nicht. Die unter dem TEM 
identifizierbaren Zellstrukturen der Plasmamembranen (z.B. Desmosomen) wiesen ebenfalls 
keine morphologisch fassbaren Auffälligkeiten auf. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 
der Auszählung der Paneth-zellen konnten bei der konditionalen Mauslinie ebenfalls noch ver-
bleibende Paneth-Zellen im Kryptengrund gefunden werden (gut erkennbar an den elektronen-
dichten Vakuolen). 
 
Abbildung 3-32: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Kryptenregion. Die TEM-Vergrößerung 
(2800x) einer exemplarischen Gewebeprobe eines terminalen Ileums von einem transgenen Tiere (A). 
Die Kryptenregion der Dünndarmschleimhaut zeigte lediglich eine leicht erhöhte Anzahl neutrophiler Gra-
nulozyten (rot umrandet), war aber ansonsten morphologisch unauffällig. (B) Wt-Kontrolle. 
 
Vergleichbar mit den morphologischen Veränderungen im konstitutiven Knockout kam es im 
konditionalen Knockout zu Aberrationen der Zotten. Über den gesamten Dünndarm hinweg wa-
  
113 Ergebnisse 
ren große Areale von im Absterben befindlicher oder bereits abgestorbener Zellen vorhanden, 
die sich aus dem Zellverband in das Lumen ablösten (siehe Abbildung 3-33 A). ). Dies führte 
teilweise sogar zu einer offenliegenden Basalmembran, was möglicherweise die Invasion von 
körperfremden Substanzen und die Entstehung von Infektionen und damit einhergehende Ent-
zündungen begünstigte. Auch das nach Caspase-8-Deletion bereits beobachtete Auftreten von 
strukturgestörten Mitochondrien konnte im induzierbaren Knockout gefunden werden 
(Abbildung 3-33 B). Diese Phänomene zeigten sich im gesamten Dünndarm, waren aber ten-
denziell im terminalen Ileum am stärksten ausgeprägt. 
 
Abbildung 3-33: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Zottenregion bei Caspase-8 Verlust. 
Apikale Zotte in einer TEM-Vergrößerung (2800x). Aus dem Absterben und der anschließende Ablösung 
einzelner Zellen des Deckepithels (A, links, rot umrandet) resultierte einerseits eine freiliegende Basal-
membran (A; Mitte; gelb) und andererseits die Ablösung ganzer Zellverbände (A; rechts, roter Kreis). 
Diese Befunde waren im Deckepithel eines Wt-Tieres nicht zu finden (B). Einhergehend damit kam es 
ebenfalls zum großflächigen Auftreten von dichtveränderten Mitochondrien innerhalb des Deckepithels 
bei Caspase-Ko-Tieren (rote Pfeile)(C). 
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3.4.1.7 vergleichender Histologie Score 
 
Um die Ergebnisse der morphologischen Veränderung und der Zellauszählungen zusammenzu-
fassen und zwischen Ko- und Wildtyptieren vergleichen zu können, wurde ein Scoring-System 
entwickelt (vgl. 2.2.4.2; 9.1), dessen Ergebnisse in der nachfolgenden Abbildung 3-34 und Feh-
ler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. dargestellt sind. 
 
Konstitutive Mauslinie 
Die aufgeführten Daten zeigen deutlich einen höheren Grad von intestinalen Gewebsaberratio-
nen nach der Deletion von Caspase-8. Obwohl es zwischen den verschiedenen Ko-Tieren zu 
Varianzen in der Schwere der auftretenden Symptome kam, waren in allen Dünndarmsegmen-
ten deutliche Anzeichen für das Vorhandensein von inflammatorischen Prozessen feststellbar, 
wobei das höchste Scoring innerhalb des terminalen Ileums auftrat. Die mikroskopisch festge-
stellten schweren Gewebsaberrationen spiegelten sich in dieser Mauslinie in dem sehr hohen 
Histologiescoring wieder. 
Abbildung 3-34: Histologie-Score. (A) Ergeb-
nisse des Histo-Scorings in drei exemplarischen 
Kontroll- (oben) und Ko-Tieren (unten). Die gra-
phische Darstellung (B) verdeutlicht die Unter-
schiede in den Durchschnittswerten (n=3). 
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Konditionale Mauslinie 
Die durch das Scoringsystem ermittelten Werte zeigten ebenfalls bei induzierbaren Knockout-
Tieren eine deutlich veränderte Histologie, wenngleich der Unterschied zwischen Ko- und Wt-
Proben nicht mehr so ausgeprägt war wie beim konstitutiven Tier. Auch bei den induzierbaren 
Tieren kam es im terminalen Ileum zu den durchschnittlich größten Scoring-Werten und damit 
zum höchsten Grad an Gewebsaberrationen. 
Abbildung 3-35: Histologie-Score.   Ergeb-
nisse des Histo-Scorings in drei exemplari-
schen Kontroll- (oben) und Ko-Tieren (unten) 
(A). Die graphische Darstellung (B) zeigte 
deutliche Unterschiede in den Durchschnitts-
werten, allerdings fiel der Unterschied geringer 
aus als beim konstitutiven Knockout.  
 
3.4.2 Extraintestinal Phänotypisierung 
 
Die extraintestinale Phänotypisierung fand hauptsächlich über die Induktion von entzündlichen 
Darmkrankheitsmodellen statt. Aufgrund der wesentlich stärkeren Effekte in den konstitutiven 
Ko-Tieren war die Induktion der verwendeten Krankheitsmodelle in dieser Mauslinie nicht mög-
lich, da ein Großteil der Mäuse bereits innerhalb der ersten 5 Wochen verstarb, und die Tiere 
keiner weiteren Belastung wie einer induzierten Colitis oder einer Operation ausgesetzt werden 
konnten.  
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3.4.2.1 DSS-Colitis 
 
Zur Simulation von Colitis ähnlichen Symptomen wurden die Tiere mit eine 7-tägigen DSS-
Applikation eine Woche nach dem Ende der 5-tägigen Tamoxifen- bzw. Ölapplikation behandelt 
(2.2.8.1). 
Hierauf wiesen die induzierten Tiere (n=6) sowohl einen tendenziell früheren Beginn der Colitis-
Symptome als auch eine schnellere Gewichtsabnahme auf (siehe Abbildung 3-36 A). Dies zeig-
te sich besonders nach der Bestimmung der durchschnittlichen prozentualen Gewichtsabnahme 
seit Beginn der DSS-Gabe (siehe Abbildung 3-36 B). Während bei den unbehandelten Wt-
Kontrollen (n=6) die erste Symptome wie Gewichtsreduktion in Kombination mit okkultem Blut 
und Veränderung der Stuhlkonsistenz im Durchschnitt 4 – 5 Tage nach dem Start der DSS-
Behandlung auftraten, konnten sie im induzierten Ko durchschnittlich einen Tag früher und auch 
in stärkerer Ausprägung beobachtet werden (siehe Abbildung 3-36 C). Sowohl in Wt- wie auch 
in Ko-Tieren kam es relativ bald nach dem Auftreten der ersten Symptome zu schwerwiegende-
ren Effekte wie der Hämatochezie, starke Diarrhö oder histologisch nachweisbarer Aberrationen 
wie Ulzerationen oder dem teilweisen oder vollständigem Verlust von Krypten.  
Das Körpergewicht der Wt-Kontrollen passte sich dem, bei den induzierten Tieren durch den 
früher einsetzende Krankheitsverlauf, stärker reduzierte Körpergewicht sieben bis acht Tage 
nach Beginn der Colitis-Induzierung wieder an. Dieser Effekt spiegelte sich auch in dem be-
rechneten DSS-Scoring wieder (siehe Abbildung 3-36 D). Auch hier überstieg das Scoring indu-
zierter Tiere die Werte der unbehandelten Tiere anfangs, nach dem Tag 7 relativierte sich der 
Unterschied allerdings und die Werte glichen sich an. Dies ging einher mit einer erhöhten Mor-
talitätsrate der Ko-Tiere während des Versuchs. 
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Abbildung 3-36: DSS-Colitis.  Darstellung des Ge-
samtgewichts von induzierten und unbehandelten 
Mäusen in Gramm (A). Bei Wt-Tieren (n=6) trat die 
Gewichtreduktion tendenziell um ca. einen Tag ver-
zögert auf, was sich deutlich anhand der durch-
schnittlichen prozentualen Gewichtsabnahme (B) 
nachvollziehen lässt. Das durchgeführte DSS-
Scoring (C) und die grafische Darstellung bestätigen 
dies (C)  
 
Ein weiterer beobachteter Effekt in den induzierten Tieren war die Verkürzung des Colons um 
bis zu 40% fünf bis acht Tage nach Beginn der DSS-Applikation. Die verringerte Größe bildete 
sich allerdings allmählich wieder zurück und konnte nach elf Tage nicht mehr nachgewiesen 
werden. 
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3.4.2.2 Ischämie-Reperfusion 
 
Zur Herbeiführung eines temporären Zustandes der Sauerstoffunterversorgung wurden einzel-
ne Darmabschnitten von der Blutzufuhr getrennt (2.2.8.2) und die betroffenen Regionen an-
schließend (2.2.5) nach Standartprotokoll präpariert. Das nicht für histologische Schnitte ver-
wendete Gewebe wurde bei -80°C eingefroren und für spätere mRNA- bzw. Proteinuntersu-
chungen aufbewahrt.  
Aufgrund der schwierigen Identifikation und Präparation des terminalen Ileums wurde in diesem 
Experiment auf die Unterscheidung zwischen proximalen und terminalen Ileum verzichtet.  
Nach der Freilegung des gewünschten Darmabschnittes, der Bestimmung und dem Abklemmen 
der versorgenden Blutgefäße setzte nach etwa 10 min eine dunkelrote Verfärbung der unter-
versorgten Regionen ein (siehe Abbildung 3-37 A links). Nach etwa 10 min Reperfusion bildete 
sich die Verfärbung wieder zurück, wodurch die ursprüngliche Farbe wiederhergestellt wurde 
(siehe Abbildung 3-37 A rechts), was bei Verstopfung oder Verletzung der abgeklemmten Ge-
fäße nicht der Fall war. Blieb die Verfärbung oder die Rückbildung aus, wurde die Ischämie als 
nicht erfolgreich gewertet und der Versuch abgebrochen. 
Nach erfolgreicher Beendigung wurden von der unterversorgten Region und einer unbehandel-
ten Nachbarregion histologische Schnitte angefertigt und verglichen. In keinem der durchge-
führten Versuche zeigten die unbehandelten Regionen auffällige Befunde. 
Bei zuvor induzierten Tieren wiesen die kurzeitig ischämischen Darmsegmente sowohl starke 
Einblutungen als auch großflächige Ablösungen des Epithels auf (siehe Abbildung 3-37 B). In 
Extremfällen konnte sogar ein vollständiger regionaler Kryptenverlust beobachtet werden. Dies 
betraf alle untersuchten Dünndarmregionen, obwohl das Duodenum am stärksten betroffen 
schien. Die ischämischen Wt-Kontrollen zeigten ebenfalls untypische Blutungen und Epithelab-
lösung in den betroffenen Darmsegmenten, die Symptome waren aber tendenziell schwächer 
und die durchschnittliche Flächengröße der auftretenden Läsionen geringer. Die beobachteten 
Veränderungen waren jedoch nicht homogen über den gesamten behandelten Bereich verteilt. 
Bei beiden Gruppen (Wt und Ko) grenzten Regionen mit morphologisch relativ unauffälliger 
Ephitelstruktur (einzelne abgelöste Zellen) an Bereiche mit stark aberranter Morphologie (Ein-
blutungen, Ablösung von Zellverbänden).  
Die ebenfalls durchgeführte CAE-Färbung zur Markierung von neutrophilen Granulozyten zeigte 
keine deutlichen Unterschiede zwischen Wt- und Ko-Tieren. Teilweise könnte dies auf die Blu-
tungen im Epithel zurückzuführen sein, da die rot CAE-angefärbten Blutkörperchen die eben-
falls rot angefärbten neutrophilen Granulozyten überlagerten. 
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Abbildung 3-37: Is-
chämie-Reperfusion. 
(A) Die nach Ischämie 
einsetzende dunkelrote 
Färbung (links) ver-
schwand etwa 10 min 
nach erfolgreicher Re-
perfusion wieder 
(rechts), und war somit 
ein Indikator für eine 
erfolgreiche Durchfüh-
rung des Experiments. 
Die Ergebnisse der 
histologischen Befunde 
zeigten im Duodenum 
der Ko-Tiere starke 
Einblutungen und Ab-
lösung des Epithels bis 
hin zur Erosion der epithelialen Oberfläche (B), wobei die morphologischen Aberrationen in den Wt-
Kontrollen ähnlich, aber schwächer ausgeprägt waren (HE; 20x Vergrößerung). Dies traf ebenfalls auf 
das Jejunum und Ileum zu (C). 
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3.4.3 Immunhistologische Phänotypisierung 
 
Um den Einfluss verschiedener Proteine auf die Entstehung der morphologischen Aberrationen 
näher zu bestimmen, wurden mehrere immunhistologische Färbungen durchgeführt (2.4.5). Im 
Zuge dieser Arbeit wurde der Fokus dabei auf die präliminare Expressionsuntersuchung von 
Interzellularkontakt-Proteinen gelegt, die normalerweise Funktionen in der Zell-Zell-Adhäsion 
bzw. der Aufrechterhaltung der epithelialen Barrierefunktion haben 
 
3.4.3.1 Interzellularkontakte 
 
3.4.3.1.1 Claudine 
 
Die Verteilung der Claudine innerhalb der verschiedenen Organe folgt einem gewebsspezifi-
schen Expressionsmuster und beeinflusst die parazellulären Eigenschaften der Epithelien. So-
mit bestimmt die Art der exprimierten Claudine die Barriereeigenschaften des Epithels (Milatz et 
al., 2010). Aufgrund der Expression in der epithelialen Schicht des Darmes wurden Claudin-3 
und Claudin-7 für immunhistologische Färbungen ausgewählt. 
 
Claudin3 
Die immunhistochemischen Claudin-3 Färbungen an der konstitutiven Mauslinie zeigten, dass 
bei einem unbehandelten Tier das Protein überwiegend an den Zellgrenzen exprimiert vorliegt. 
Als Folge davon waren durch eine Claudin-3-Anfärbung die Zellgrenzen des Epithels über den 
gesamten Darm hinweg deutlich markiert (siehe Abbildung 3-38 A rechts; exemplarisches Duo-
denum, andere Darmsegmente nicht gezeigt). Nach einer Casp8-Deletion (Abbildung 3-38 
links) zeigte sich im Dünndarm ein leicht abgeschwächtes und unstrukturierteres Expressions-
muster. Damit einhergehend kam es sowohl in den Zotten als auch im Kryptenbereich häufig zu 
ungewöhnlichen internalisierten Claudin-3 Anhäufungen im Zytoplasma (Abbildung 3-38, unte-
res Bild). Im Gegensatz dazu konnte dieses Phänomen bei Wt-Tieren nur selten und auch nur 
in apikalen Zotten beobachtet werden. Dieser Befund traf auf alle Dünndarmsegmente gleich-
ermaßen zu, wohingegen das Colon weitestgehend unverändert bleibt. 
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Abbildung 3-38: Claudin-3 Expression.  
Claudin-3 Immunhistologie (Vergrößerung 40x). 
Exemplarisch ist die Aufnahme des Duodenums 
gezeigt (A). Nach Deletion von Casp8 zeigte sich 
an den Plasmamembranen teilweise eine ver-
minderte Expression, was sich in einer geringe-
ren Ausprägung der Zellgrenzen wiederspiegelte. 
Auffällig waren internalisierte Anhäufungen von 
Claudin-3 innerhalb des Zytoplasmas (A unten; 
originale Vergrößerung: 40x; rote Pfeile). In allen 
Darmkompartimenten der Wt-Kontrolle war eine 
deutliche und strukturierte Expression an den 
epithelialen Zellgrenzen zu sehen, wobei internalisierte Claudin3-Anfärbungen nur vereinzelt zu beobach-
ten waren. 
 
In den induzierten Tieren konnten keine Stellen mit einer verminderten Ausprägung der Expres-
sion gefunden werden, internalisierte Akkumulationen von Claudin-3 waren allerdings nach-
weisbar, wenn auch nicht so stark ausgeprägt wie im konstitutiven Knockout. 
 
Claudin7 
Die immunhistologische Anfärbung von Claudin-7 in einem Kontrolltier zeigte ein ähnliches Ex-
pressionsmuster wie das zuvor erwähnte Claudin-3, jedoch wies es keine so ausgeprägte 
Strukturierung auf. Dementsprechend ist Claudin-7 hauptsächlich an den Zellgrenzen bzw. in 
den Plasmamembranen lokalisiert. Die Visualisierung der Zellgrenzen nach der Färbung ist all-
gemein etwas schwächer, jedoch ebenfalls über den gesamten Darm homogen verteilt (siehe 
Abbildung 3 39 rechts; exemplarisches Duodenum, andere Darmsegmente nicht gezeigt). 
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In einem konstitutiven Caspase-8-Ko-Tier zeigt sich, wie zuvor schon bei Claudin-3, eine ver-
ringerte Expression im gesamten Dünndarm, wobei auch hier morphologisch auffällige Bereiche 
die tendenziell geringste Expression an den Zellgrenzen aufweisen (Abbildung 3 39 links). Auch 
hier traten die bereits erwähnten internalisierten Expressionsanhäufungen auf. Wie bereits bei 
Claudin3 zeigten sich diese Effekte in allen Dünndarmsegmenten. Das Colon war wiederum 
unauffällig (Daten nicht gezeigt). 
 
Abbildung 3-39: Claudin-7 Expression. Claudin-
7 Immunhistologie (Vergrößerung 40x). (A). Clau-
din-7 Expression in einem exemplarischen Duo-
denum eines Ko-Tieres und eines Kontrolltieres. 
Im gesamten Dünndarmepithel der Wt-Kontrolle 
(rechts) zeigte sich an eine homogene Expression 
in den Plasmamembranen. Aus dem Fehlen von 
Casp8 resultierten eine tendenziell verminderte 
Claudin-7-Expression und ein weniger strukturier-
tes Expressionsmuster, in Kombination mit inter-
nalisierten Expressionsclustern (A unten; originale 
Vergrößerung: 40x; rote Pfeile). Tendenziell am 
stärksten traten diese Effekte innerhalb des Ile-
ums auf.  
 
Das Expressionsmuster von Claudin-7 im konditionalen Ko-Tieren war, vergleichbar mit dem 
konstitutiven Knockout tendenziell schwächer ausgeprägt als bei Claudin-3, wies ansonsten 
aber keine erkennbaren Unterschiede zwischen induzierten und unbehandelten Tieren auf (Da-
ten nicht gezeigt). 
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Diese internalisierten Aggregationen von Tight-Junction-Proteinen sollten daraufhin auch in der 
elektronenmikroskopischen Betrachtung wiedergefunden werden. In den konstitutiven Ko-
Tieren waren innerhalb der Kryptenregion ungewöhnliche Bereiche mit einer erhöhten Dichte zu 
beobachten, wobei es sich höchstwahrscheinlich um Aggregationen der TJ-Proteine handelt 
(siehe Abbildung 3-40). Dieser Effekt war bei der konditionalen Mauslinie und Wt-Kontrollen 
nicht nachweisbar.  
 
Abbildung 3-40: Internalisierte TJ-Moleküle. Darstellung einer sequenziellen TEM-Vergrößerung 
(2800x; 17000x) einer Kryptenregion. Bereiche mit erhöhter Dichte erscheinen dunkel (rote Pfeile) und 
stellen internalisierte TJ-Proteine dar.  
 
3.4.3.1.2 E-Cadherin 
 
Das Expressionsprofil nach einer immunhistologischen E-Cadherin-Färbung wies sowohl im 
unbehandelten Tier als auch im konstitutiven Ko-Tier die charakteristische Expression an den 
epithelialen Plasmamembranen auf (siehe Abbildung 3-41). Sogar in morphologisch stark aber-
ranten Bereichen war, im Gegensatz zu Claudin-3 und Claudin-7, eine normale Expression vor-
handen. Internalisiert auftretende Expressionsaggregation traten nur sehr selten auf. Dies traf 
ebenfalls auf den konditionellen Ko zu. 
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Abbildung 3-41: E-Cadherin Expression. Immunhistologische Anfärbung von E-Cadherin (Vergröße-
rung 40x) in einem proximalen Ileum eines Knockouts und einer Wt-Kontrolle. Im gesamten Dünndarme-
pithel zeigte sich eine homogene Expression mit besonders ausgeprägter Anfärbung an den Zellgrenzen. 
Das Fehlen von Casp8 führte zu keiner nennenswerten Verringerung der Expressionsstärke und das 
charakteristische Profil blieb weitestgehend erhalten (links).Vereinzelt kamen internalisierte E-Cadherin 
Anhäufungen vor. 
 
3.4.3.2 weitere IHC-Färbungen 
 
3.4.3.2.1 Aktive Caspase 3 
 
Caspase-3 codiert, wie in Kapitel 1.4 bereits erwähnt, ein Protein welches sowohl direkt mit 
Caspase-8 interagiert als auch eine zentrale Rolle in der exekutiven Phase innerhalb der 
Apoptose innehat (Harrington et al., 2008). Aus diesem Grund eignet sich eine Anfärbung mit 
Casapse-3 für die Markierung von Zellen, die sich in einem apoptotischen Prozess befinden. 
Die Spezifität des verwendeten Antikörpers (Casp3/BD; 2.1.7.1) wurde vorhergehend bereits 
nachgewiesen (Dai and Krantz, 1999).  
Nach einer konstitutiven Deletion von Caspase-8 war, im Gegensatz zu den Wildtyp-Kontrollen, 
innerhalb des Kryptenbereichs des Duodenums und Jejunums eine leichte Expression von akti-
ver Casp3 nachweisbar (siehe Abbildung 3-42 A). Im Ileum war dieses Phänomen stark abge-
schwächt ebenfalls feststellbar, im Colon hingegen nicht (Daten nicht gezeigt). Im Zottenbereich 
von Wt-Tieren konnte in einzelnen Zellen Caspase-3 Expression nachgewiesen werden, wäh-
rend dies nach Caspase-8-Deletion nur mehr selten der Fall war.  
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Abbildung 3-42: IHC-Färbung aktive Casp-3. Immunhistologie-Färbung mit aktiver Casp-3 (Vergröße-
rung 20x). (A) In Ko-Tieren zeigte sich eine leicht erhöhte Anzahl von angefärbten Zellen im Kryptenbe-
reich des Duodenums und Jejunums (rote Pfeile), wobei eine Anfärbung im Zottenbereich auch in WT-
Kontrollen vorkam (blaue Pfeile). Im Ileum schwächte sich dieser Effekt weiter ab.  
 
Die leicht erhöhte Anzahl Casp3-positiver Zellen im Kryptenbereich des Duodenums und Je-
junums und das, im Gegensatz zum Wildtyp verringerte Vorkommen im Zottenbereich konnte 
auch im induzierbaren Tier nachgewiesen werden. Das Colon war, bis auf einige angefärbte 
Zellen im apikalen Bereich, unauffällig (siehe Abbildung 3-43). 
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Abbildung 3-43: IHC-Färbung aktive Casp-3 konditionale Mauslinie. (A) Vergleichbar mit dem konsti-
tutiven Ko zeigte die Immunhistologie-Färbung mit aktiver Caspase-3 in Casp8∆int-Tieren eine leicht er-
höhte Anzahl von angefärbten Zellen im Kryptenbereich des Duodenums und Jejunums (rote Pfeile), ab-
geschwächt auch im Ileum (B). Dort waren auch untergehende Zellen im apikalen Bereich feststellbar 
(blaue Pfeile) 
 
3.4.4 Molekulare Phänotypisierung 
 
Zur Berechnung der relativen Genexpression einiger an der Apoptose bzw. Nekrose beteiligter 
Schlüsselmoleküle wurden geeignete Primer designt (2.1.6.1) und anschließend quantitative 
Real-Time PCR-Analysen durchgeführt (vgl. 2.3.7). Zur Normierung wurde GAPDH verwendet 
und die Proben auf dessen Expression bezogen. Aufgrund der Fokussierung der beobachteten 
Symptome konzentrierten sich die qRT-PCR Analyse im Wesentlichen auf den Dünndarm. Mit 
Dickdarmproben durchgeführte Probemessungen zeigen keine Unterschiede in der Genexpres-
sion. 
Von den untersuchten Molekülen Bax, Fas, FasL(igand), IKBα, Rab5, Trail, Trail 2 (Ligand) und 
TNFα eine wiesen lediglich IKBα und Trail signifikante und verifizierbare Expressionsregulatio-
nen nach der Deletion von casp8 auf. Dies kann entweder durch eine tatsächliche Nicht-
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Regulation oder durch spätere Regulation auf Proteinebene bzw. durch das Fehlen von reinen 
Krypten- bzw. Zottenepithelproben erklärbar sein.  
Sowohl TRAIL als auch IKBα waren nach Ko-Induktion deutlich herunterreguliert. Während die 
TRAIL- Expression im Wildtyp relativ homogen über den gesamten Dünndarm verteilt war, zeig-
te sich bei IKBα ein tendenzielles Ansteigen im Ileum. Nach Ko-Induktion war die mRNA-
Expression beider Proteine signifikant reduziert, was nach Casp8-Deletion auf eine Reduktion 
der Bedeutung des apoptotischen Pathways im Bereich von Zelltod-Induktion hindeuten könnte. 
 
Abbildung 3-44: relative Genexpression Trail und IKBα.Vergleich des relativen Expression Niveaus 
von TRAIL (A) und IKBα (B) in Wildtyproben und Proben von induzierten Ko-Tieren (n = 4). 
 
Von den anderen untersuchten mRNA´s zeigt FAS eine tendenzielle Herabregulierung, die aber 
nicht in allen untersuchten Mäusen nachweisbar ist. 
 
3.5 Etablierung der Weiser-Methode 
 
Zur Gewinnung von reinen Zotten- bzw. Kryptenepithelproben und somit zur Gewinnung von 
apikalen und basalen mRNA-Proben sollte ein sequentieller Abbau der Epithelschleimhaut 
durchgeführt werden (2.2.7).  
Nach Anpassung der Verdauzeiten und der Detergenzien-Konzentrationen konnte ein erfolgrei-
che sequenzielle Verdau etabliert werden. Die erfolgreiche Durchführung wurde einerseits mit-
tels histologischer Schnitte überprüft und andererseits mittels Western Blot verifiziert. Die iso-
lierten Proben der einzelnen Fraktionen wurden lysiert (2.3.1) und anschließend durch Western-
Blot-Analysen (2.3.9) ausgewertet.  
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Zur Identifikation der Probenlage entlang der Zotten-Kryptenachse wurden die Expressionsstär-
ken zweier Protein bestimmt, von denen das eine überwiegend basal (Ki67), das andere hinge-
gen apikal (ACSL5) exprimiert ist. Das Antigen Ki67 ist ein schon früh beschriebener Proliferati-
onsmarker (Gerdes, 1988), der somit nur an den sich in der Zellteilung befindlichen Zellen der 
Krypten vorkommt, was auch mittels IHC gezeigt werden kann. ASCL5 kann hingegen nicht im 
Kryptenbereich detektiert werden, während die Expression in Richtung Zottenspitze zunimmt 
(Gaßler et al., 2005). Durch den Vergleich der Expressionen der beiden Proteine ist die unge-
fähre Lage der entnommenen Probe auf der Zotten-Kryptenachse ermittelbar. 
 
Abbildung 3-45: Sequentieller Verdau des Dünndarmepithels. Histologische Schnitte eines exempla-
rischen Weiser-Verdau´s eines terminalen Ileums nach einer jeweiligen Verdauzeit von 0min, 16min (≙ 
Fraktion I),30min (≙ Fraktion II), 44min (≙ Fraktion III), 69min (≙ Fraktion IV) und 104min (≙ Fraktion V) 
(HE; Vergrößerung 20x) (A). Die Western Blot´s der jeweiligen Fraktionen mit Ki67 und ACSL zeigten 
entweder eine verstärkte Expression im Krypten- (Ki67) oder Zottenbereich (ACSL5). 
Obwohl die Weiser-Methode bei unbehandelten Wt-Tieren mehrfach erfolgreich angewendet 
werden konnte, zeigte die Durchführung bei induzierten Ko-Tieren keine homogenen bzw. se-
quentiellen Ergebnisse, was höchstwahrscheinlich auf durch die casp8- Deletion bereits vorge-
schädigte Epithelstruktur zurückzuführen ist. 
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Da sich diese Methode als nicht optimal für die zu untersuchenden Tiere erwiesen hat, soll für 
nachfolgende sequenzielle Isolierungen von Zotten- bzw. Kryptenepithel auf die aufwendigere 
Lasermikrodisektion zurückgegriffen werden. 
 
3.6 Synopsis der Phänotypisierung 
 
Trotz der Tatsache, dass es sich bei beiden verwendeten Mauslinien um intestinale Caspase-8-
Ko-Linien handelt, deren Ursprung auf der Deletion der Exons III und IV beruht, bewirkt der 
konstitutive Charakter auf der einen bzw. der konditionale Charakter auf der anderen Seite eine 
starke Diskrepanz in der Schwere der auftretenden Effekte. Obwohl die grundlegenden morpho-
logischen Veränderungen einander ähneln (absterbende Zellen in den Krypten, Verlust von Pa-
neth-Zellen), gab es erhebliche Abstufungen in der Schwere der auftretenden Erscheinungen. 
Während sich die Anzahl der in den Ko-Tieren vorkommenden kondensierten Zellkerne nicht 
wesentlich unterschied, war die Menge der verbleibenden Paneth-Zellen im konstitutiven Tier 
deutlich geringer. Auch traten beispielsweise im konstitutiven Knockout deutliche Veränderun-
gen innerhalb der epithelialen Zell-Zell-Kontakte auf, im induzierbaren Tier war dies nicht nach-
weisbar. Demzufolge war der, im histologischen Score zusammengefasste Grad der morpholo-
gischen Veränderungen im induzierbaren Tier weitaus geringer als in der konstitutiven Linie. 
Hier manifestierte sich die Gesamtheit der auftretenden Symptome in einem deutlichen makro-
skopischen Phänotyp, der unter anderem aus deutlich geringerem Körpergewicht und damit 
einhergehender reduzierter Gewichtsaufnahme bestand. Dies führte wiederum zu erheblichen 
Verhaltensauffälligkeiten, die auf die Schwächung der Tiere und evtl. vorhandene Schmerzen 
zurückzuführen waren. Als Konsequenz aller auftretenden Effekte kam es zu einer stark erhöh-
ten Letalität bei den homozygoten Ko-Tieren der konstitutiven Mauslinie. 
Obwohl bei der induzierbaren Ko-Linie ein Großteil der beschriebenen Effekte ebenfalls nach-
weisbar war, zeigten die Tiere, innerhalb der ersten sieben Tage nach Tam-Induktion, keinerlei 
makroskopischen phänotypischen Veränderungen. Da Induktionen über einen längeren Zeit-
raum nicht praktikabel sind, konnten hier keine Langzeitversuche durchgeführt werden. Im Ge-
gensatz dazu waren die unmittelbar einsetzenden mikroskopisch sichtbaren Auswirkungen des 
Fehlens von Casp-8 auf das Epithel des Intestinum gut zu beobachten, wodurch sich eine un-
terschiedliche Eignung der zwei Mauslinien für verschiedene Projekte ergibt. 
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3.6.1 Phänotypische Variabilität 
 
Bei der konstitutiven Mauslinie wiesen 96% der Casp8 cre+ ko/ko-Tiere bereits einen makrosko-
pisch gut erkennbaren Phänotyp auf. Dieser zeigte sich meist in Kombination mit den bereits 
beschrieben Verhaltensauffälligkeiten. In der mikroskopischen Betrachtung der intestinalen His-
tologie waren bei allen Tieren außerdem starke Aberrationen feststellbar (siehe 3.4.1.1). Inso-
fern ergab sich bei der konstitutiven Mauslinie ein weitestgehend stabiler Knockout. Das einzige 
während dieser Arbeit vorgekommene Casp8 cre+ ko/ko-Tier mit einer ungenügenden Casp8-
Deletion war durch den fehlenden Phänotyp und die anschließende Validierung auf Proteinebe-
ne leicht identifizierbar. Folglich zeigte die konstitutive Mauslinie eine vergleichsweise sehr ge-
ringe phänotypische Variabilität. 
Betrachtet man die hingegen die konditionale Mauslinie, so fällt auf, dass die Knockout-
Induktion zwar technisch erfolgreich praktiziert werden konnte, der Phänotyp bzw. die Deletion 
von Casp8 im intestinalen Schleimhautepithel allerdings nicht homogen ausgeprägt waren (Die 
möglichen Gründe dafür sind in 3.1.2 dargelegt). Induzierte Tiere mit einer Casp8-
Proteinexpression unter dem festgelegten Schwellenwert zeigten allerdings ausnahmslos den 
erwarteten histologischen Phänotyp. Die Identifizierung der erwünschten Tiere mit einer ausrei-
chenden Verminderung der intestinalen Casp8-Expression war bei dieser Mauslinie demzufolge 
wesentlich aufwendiger, die als geeignet identifizierten Tiere zeigten dann allerdings einen 
stabilen Knockout mit dem erwarteten Phänotyp. Die anfangs problematische genotypische Va-
riabilität der konditionalen Mauslinie verminderte sich mit fortschreitender Zuchtdauer stark 
(siehe 3.2.2) und nach 3 -4 Generationen wurden ausnahmslos homogene Casp8ERT2 ko/ko-
Nachkommen geboren.  
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die phänotypische Variabilität der konditionalen 
Mauslinie im Vergleich zur konstitutiven Linie insgesamt wesentlich höher war, die Individuen, 
die allerdings eine genügende Casp8-Deltion aufwiesen, ebenfalls einen stabilen Phänotyp 
zeigten.  
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3.7 Zusammenfassende Gegenüberstellung 
 
Tabelle 3-1: Zusammenfassende Gegenüberstellung 
Mauslinie Konstitutiver Ko Konditionaler Ko 
Genotyp Casp8cre+ ko/ko Casp8∆int 
Validierung DNA   Protein   
Phänotyp 
Ko-Tiere deutlich leichter; er-
höhte Mortalität 4-8 Wochen 
nach Geburt; starke Verhal-
tensauffälligkeiten 
Tiere haben Normalgewicht 
und zeigen Normalverhalten 
Histologie 
teilweise starke morphologische 
Veränderungen bis hin zur 
epithelialen Erosion 
Keine starken Läsionen; nur 
leichte Hyperplasien und ver-
einzelte Invasion inflammatori-
scher Zellen 
Ø-liche Anzahl kondensierter Zell-
kerne pro Zotte im Dünnd. Ko: 0,09 (Wt: 0,03) Ko: 0,15 (Wt: 0,03) 
Ø-liche Anzahl kondensierter Zell-
kerne pro Krypte im Dünnd. Ko: 0,86 (Wt: 0,08) Ko: 0,73 (Wt: 0,09) 
Ø-liche Anzahl Paneth-Zellen pro 
Krypte im Dünnd. Ko: 0,62 (Wt: 4,24) Ko: 2,53 (Wt: 4,86) 
TUNEL-Assay 
ringförmig verteilte TUNEL+-
Zellen im Kryptenbereich; starke 
Akkumulation in undifferenzier-
tem / inflammatorischen Gewe-
be 
ringförmig verteilte TUNEL+-
Zellen im Kryptenbereich 
neutrophile Granulozyten 
stark erhöhte Invasion, vor al-
lem im undiff. /inflamm. Gewebe 
in Duo und Je 
lediglich tendenzielle Erhöhung 
in der Kryptenregion feststellbar 
Zell-Zell-
Kontakte 
Claudin 3 
Schwächer und unstrukturierter 
exprimiert, häufige Internalisie-
rungen im Zytoplasma 
unveränderte Expression, ver-
einzelte Internalisierungen im 
Zytoplasma 
Claudin 7 
Leicht abgeschwächt exprimiert, 
weniger strukturiert; Internalisie-
rungen im Zytoplasma 
Kein Unterschied zum Wt  
E-Cadherin Kein Unterschied zum WT Kein Unterschied zum Wt 
TEM 
Desmosome   
Krypte 
Fremdkörper in vergrößerten 
Interzellularräumen 
Keine verbreiterten Interzellu-
larräume 
Stark erhöhte Anzahl neutrophi-
ler Granulozyten 
leicht erhöhte Anzahl neutrophi-
ler Granulozyten. 
Zotte Ablösung abgestorbener Zellen  Ablösung abgestorbener Zellen 
offenliegende Basalmembran offenliegende Basalmembran 
Interzellularräume In der TEM teilweise deutlich 
vergrößert 
normal; in der TEM nicht er-
kennbar 
Mitochondrien teilweise großflächiges Abster-ben 
teilweise großflächiges Abster-
ben 
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4 Diskussion 
 
Da die Ätiologie der beiden chronisch entzündlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Co-
litis ulcerosa noch nicht vollständig geklärt ist, ist ein wichtiger Bestandteil der symptomatisch 
orientierten Therapie die Behandlung der auftretenden Krankheitsschübe. Im Falle einer thera-
pierefraktären Colitis ulcerosa kann sogar eine totale Kolektomie notwendig werden, die dann 
einer Kuration entspricht (Dignass et al., 2012; Kornbluth and Sachar, 2004). Obwohl noch Un-
klarheit über die genauen molekularen Ursachen herrscht, besteht ein Konsens darüber, dass 
neben der biologischen Suszeptibilität auch genetische und immunologische Faktoren bei der 
Entstehung der CED´s eine Rolle spielen. So kann z.B. eine verringerte Defensinproduktion in 
den Paneth-Zellen, aufgrund der Schwächung der mikrobiellen Abwehr im Darm, die Prädispo-
sition für CED´s fördern (Fellermann et al., 2006; Wehkamp et al., 2009). Auch eine Störung in 
der epithelialen Barrierefunktion und die daraus resultierende Invasion pathogener Erreger in 
die Darmwand scheint die Entstehung beider Krankheiten zu begünstigen (Baumgart and 
Sandborn, 2012; Deuring et al., 2013). Das epitheliale Auftreten von Zelltod, ein Anzeichen von 
entzündlichen Prozessen, wurde ebenfalls als auslösender Mechanismus für Morbus Crohn 
diskutiert (Kaser et al., 2010). Da sowohl bei der Erneuerung von Paneth-Zellen, als auch bei 
der Aufrechterhaltung der Mukosabarriere das störungsfreie Zusammenspiel von Proliferation 
und Zelltod eine entscheidende Rolle spielen, könnte die genaue Kenntnis der zugrundeliegen-
den Prozesse unter anderem zum besseren Verständnis von Ätiologie und Pathogenese von 
chronisch entzündlichen Darmerkrankungen beitragen. Dies wäre auch im Hinblick auf mögli-
che therapeutische Behandlungen wichtig. 
Da beim Menschen die genaue Bestimmung der pathogenetischen Ursachen von CED´s auf-
grund der genetischen Variabilität und der Heterogenität der Lebensumstände und äußeren 
Einflüsse erschwert ist (Silverberg et al., 2001), versucht man seit Anfang der neunziger Jahre 
des letzten Jahrhunderts durch eine ständig steigende Zahl von Tiermodellen neue Erkenntnis-
se zu sammeln. Ein Vorteil von Tierversuchen ist die Möglichkeit der strengen Kontrolle der äu-
ßeren Einflüsse (Nahrung, Temperatur, bakterielles Umfeld), wodurch die Einwirkung von gene-
tischen Faktoren und äußeren Umwelteinflüssen auf biologische Prozesse separat untersucht 
werden können. Zur Untersuchung der grundlegenden molekularen Prozesse in der epithelialen 
Regeneration bietet sich die Caspase-8 an, da sie als sogenannter „fly or die“-Schalter eine Art 
Steuerzentrale bei der Induktion von apoptotischen, nekrotischen und inflammatorischen Pro-
zessen im Darmepithel darstellt (Frisch, 2008). Auch die Tatsache, dass zu Beginn meiner Ar-
beit keine Erkenntnisse über den Einfluss von Caspase-8 auf die intestinale Schleimhautrege-
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neration oder die Auswirkungen einer epithelialen Caspase-8 Deletion vorhanden waren, prä-
destinierte Caspase-8 für Forschungsprojekte. 
Die Expression von Caspase-8 zeigt im Menschen und der Maus ein vergleichbares ubiquitäres 
Muster, wobei die erhöhte humane Expression in den Leukozyten des Blutes in der Maus nur 
abgeschwächt vorkommt (Su et al., 2004). Da das murine Caspase-8-Gen das Ortholog zur 
humanen Caspase-8 darstellt und beide mit einem über 70%-igen homologen Aufbau auf Ami-
nosäureebene relativ gut vergleichbar sind (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,” 2013, 
“Ensembl genome browser: Mus musculus,” 2013), bestanden gute Voraussetzungen dafür, mit 
den Erkenntnissen eines Mausmodells Rückschlüsse auf die humane Caspase-8 ziehen zu 
können. Aus diesem Grund wurden im Zuge dieser Arbeit zwei verschiedene intestinale Mausli-
nien gezüchtet, phänotypisiert und präliminar molekular analysiert: Die konditionale und konsti-
tutive Caspase-8 Knockoutmauslinie. Mit diesen beiden Mauslinien können die unmittelbar auf-
tretenden morphologischen und molekularen Veränderungen nach einer Caspase-8 Deletion 
untersucht werden, wobei durch den konstitutiven Knockout Erkenntnisse über die längerfristi-
gen Veränderungen gewonnen werden können.  
Unabhängig von unserer Arbeitsgruppe verfolgte Günther et al. aus Erlangen einen ähnlichen 
Versuchsansatz wie wir. In einer Publikation von Ende 2011 wurde mit einem ähnlichen Maus-
modell ebenfalls der Einfluss von Caspase-8 auf die epitheliale Schleimhautbarriere untersucht 
(Günther et al., 2011). Während bei den in dieser Arbeit beschriebenen Mausmodellen lediglich 
das Exon 3 deletiert ist (Beisner et al., 2005; Madison et al., 2002), beruhte die Inhibition der 
funktionalen Caspase-8 in der hier vorliegenden Arbeit auf der Deletion des Exon 3 und 4. Viele 
der hier gezeigten Ergebnisse konnten durch die, gegen Abschluss meiner Doktorarbeit er-
schienene, Veröffentlichung bestätigt werden. In Korrelation mit unseren Daten zeigten sich dort 
ebenfalls eine erhöhte Zelltodrate in der Kryptenregion und ein Verlust von Paneth-Zellen. Zu-
sätzlich zu unseren Daten konnte die von uns vermutete erhöhte Rip-3 Expression und somit 
das Vorhandensein von Nekroptose nachgewiesen werden. Auch eine erhöhte Sensibilität der 
Caspase-8 Knockout Mäuse auf TNFα konnte gezeigt werden, was ein Hinweis auf TNFα als 
einen der entscheidenden Induktoren für epithelialen Zelltod in Abwesenheit von Caspase-8 
gibt. Der Einfluss bzw. die Veränderungen in der Zell-Zelladhäsion beleuchten die auftretenden 
Symptome in der vorliegenden Arbeit jedoch aus einem anderen Blickwinkel. Hierbei gilt es 
noch anschließend zu klären, ob es sich um auslösende oder sekundäre Effekte handelt. 
Interessanterweise beschränkten sich die in der Günther-Publikation gezeigten Symptome auf 
das terminale Ileum, während die von uns beobachteten Effekte über den gesamten Dünndarm 
verteilt auftraten, wobei das Colon stets symptomfrei blieb. Auch das Auftreten eines deutlichen 
Phänotyps in der von uns verwendeten konstitutiven Mauslinie spricht für einen wesentlich stär-
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keren Krankheitsverlauf. Als mögliche Erklärung für diese doch erhebliche Diskrepanz in den 
verschiedenen Tiermodellen könnte u.a. die andersartige Generierung des Knockouts sein. 
Rein theoretisch könnte sich, trotz des fehlenden Exons 3, ein Caspase-8 ähnliches Protein mit 
einer geringen Restfunktion gebildet haben, das die Effekte einer vollständigen Deletion ab-
schwächt. Wahrscheinlicher hingegen ist, dass die verstärkte Pathogenese in unseren Mausli-
nien auf den unterschiedlichen Haltungsbedingungen der Mäuse beruht. Zwar wurden die Mäu-
se im Uniklinikum Aachen in regelmäßigen Abständen gemäß den FELASA-Richtlinien auf Pa-
thogene untersucht, befanden sich jedoch nicht im SPF (Specific pathogen free)-
Tierhaltungsbereich. Demzufolge wiesen sie zwar keine Pathogene im Darm auf, konnten aber 
eine normale Darmflora entwickeln. Wie bereits mehrfach beschrieben spielt die Darmflora je-
doch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Darmkrankheiten, was insbesondere für 
CED´s und Erkrankungen im Zusammenhang mit verminderter intestinaler Schleimhautbarriere 
gilt (Caradonna et al., 2000; Lu et al., 2003; Sartor, 2003). So konnte schon mehrfach ein Zu-
sammenhang zwischen pathogen-freier Haltung und der Abschwächung von Krankheitssymp-
tomen nachgewiesen werden (Cebra, 1999; McGavin and Zachary, 2009). Zur Überprüfung 
dieser Theorie und einer weiterführenden Untersuchung des Einflusses der Darmflora auf die 
Effekte einer Caspase-8 Deletion wurde eine Überführung der konstitutionellen Mauslinie in den 
SPF-Bereich mittels Embryotransfer in die Wege geleitet. Beschränken sich die dort ausgebil-
deten Symptome ebenfalls nur auf das terminale Ileum, wäre die beobachtete Verstärkung in 
den untersuchten Mauslinien auf den Einfluss der Darmflora zurückzuführen, was die Theorie 
der Wichtigkeit der epithelialen Barrierefunktion unterstützen würde. Die von der Erlangener 
Arbeitsgruppe ebenfalls nicht beschriebenen Effekte im Zottenbereich könnten so ebenfalls ge-
nauer zugeordnet werden. Wären sie in den Mäusen im SPF-Bereich nicht nachweisbar, sprä-
che das für einen sekundären Effekt ausgelöst durch den Einfluss der Darmflora. 
 
4.1 Etablierung und Validierung der Mauslinien  
 
Die, der Züchtung zugrundeliegende, Caspase-8 defiziente Maus war ursprünglich unter die 
Kontrolle eines Albumin-Promoters gestellt und wurde zur Untersuchung der Effekte eines 
Caspase-8 Knockouts auf Hepatozyten verwendet (Liedtke et al., 2011). In diesen Versuchen 
gewonnen Daten belegen die Funktionsuntüchtigkeit von Caspase-8 nach Deletion der Exons 3 
und 4. Nach der Kreuzung mit einer Villin-Cre-Rekombinase exprimierenden bzw. Tamoxifen-
induzierbaren Villin-Cre-Rekombinase exprimierenden Maus, wurden die Nachkommen genoty-
pisiert und passende Zuchtkandidaten verpaart.  
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Da im Falle des konstitutiven Knockouts ein Großteil der homozygoten Caspase-8-Knockout 
Tiere bereits in den ersten zwei Monaten nach der Geburt verstarb und die Überlebenden über-
haupt keine, oder nur geringe Fertilität zeigten, wurde dazu übergegangen heterozygote Eltern-
tiere zu verpaaren. Bei Verpaarungen dieser konstitutiven Elterntiere mit potentiell homozygo-
ten Nachkommen (Casp8cre- ko/ko X Casp8cre+ f/ko) kam es zu einer tendenziell leicht verringerten 
Anzahl von Nachkommen. Da sowohl die Geschlechter- als auch die Genotypenverteilung bei 
den Nachkommen annähernd der Normalverteilung entsprach, gab es allerdings keine Hinwei-
se auf eine erhöhte pränatale Letalität von intestinal homozygoten Caspase-8 deletierten Tie-
ren. 
Die homozygoten Nachkommen wurden mittels Genotypisierungs-PCR´s identifiziert und in ei-
nem ein- bis zwei Tagesrhythmus kontrolliert. Aufgrund der frühzeitig erhöhten Mortalität muss-
ten die Neugeborenen nach bereits drei Wochen, statt wie üblicherweise nach 4 Wochen, durch 
Ohrlöcher markiert werden. Wegen der geringen Größe der Tiere war dadurch eine zweifels-
freie Identifikation oftmals nicht möglich. Bei Unklarheiten bezüglich der Identität eines Tieres 
musste gegebenenfalls nachgetailed werden oder der Genotyp durch eine bei der Präparation 
entnommene Probe bestätigt werden. Nach der Präparation wurde die erfolgreiche Deletion in 
den einzelnen Darmsegmenten ebenfalls per Western-Blot verifiziert. In der konstitutiven 
Knockout-Linie konnten in annähernd allen untersuchten und durch Genotypisierung bestätigten 
homozygoten Knockout-Tieren auch eine vollständige Deletion auf Proteinebene nachgewiesen 
werden. 
Während zu Anfang der Zucht der konditionalen Mauslinie naturgemäß der gewünschte Geno-
typ Casp8Ert2 ko/ko noch relativ selten auftrat, konnten durch Auswahl geeigneter Zuchttiere die 
Anzahl der Nachkommen mit unerwünschten Genotypen kontinuierlich verringert werden. Ab 
August 2010 wurden ausschließlich Nachkommen mit dem erstrebten Genotyp geboren. 
Wegen der anderen Beschaffenheit des konditionalen Knockouts aufgrund der Induzierbarkeit 
konnte durch die Genotypisierungs-PCR´s lediglich das Vorhandensein des benötigten Geno-
typs nachgewiesen werden. Nach der erfolgreichen Induktion durch Tamoxifen musste deshalb 
eine zweite PCR durchgeführt werden, mit der die erfolgreiche Deletion der Exons 3 und 4 aus 
dem Genom nachgewiesen werden konnte. Nach der Deletion kam es zu einer Verkürzung der 
Produktgrößen aufgrund der deletierten Exons. Bei dem konstitutiven Knockout erwies sich 
manchmal die Induktion als nicht ausreichend um eine vollständige Deletion von Caspase-8 auf 
DNA und Proteinebene herbeizuführen. Dies könnte auf Varianzen im individuellen Metabolis-
mus einzelner Tiere, die unterschiedlich schnelle Aufnahme von Tamoxifen aus der Peritoneal-
höhle oder fehlerhafte Applikation zurückzuführen sein. Auch kam es in seltenen Fällen zu einer 
Darmperforation während der interperitonealen Injektion von Tamoxifen und einer anschließen-
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den Entzündung des Bauchraums. Deshalb war bei den induzierbaren Tieren die Überprüfung 
des Caspase-8 Knockouts auf Proteinebene essentiell. Da die Caspase-8 Deletion nach 
Tamoxifen-Gabe unterschiedlich erfolgreich war, wurde für eine erfolgreiche Knock-out Indukti-
on eine relative Caspase-8 Proteinexpression von 0,25 (relative Wildtyp Caspase-8 Proteinex-
pression 0,8 – 1,6) oder weniger festgelegt. Dieser Grenzwert ergab sich aufgrund der Tatsa-
che, dass alle induzierten Tiere mit einer relativen Caspase- 8 Proteinexpression unterhalb die-
ses Werts deutliche Anzeichen von morphologischen Veränderungen aufwiesen. Zwar zeigten 
teilweise auch Tiere mit einer höheren relativen Proteinexpression einen Phänotyp, dies war 
aber nicht zwingend der Fall. 
Ein weiteres Problem ergab sich aus den möglichen Auswirkungen der Tamoxifengabe auf Ver-
suchsergebnisse. So kann die Einnahme von Tamoxifen beim Menschen unter anderem das 
Entstehen von Polypen oder Hyperplasien im Endometrium bis hin zu Endometriumkarzinomen 
oder thromboembolische Komplikationen begünstigen (Grilli, 2006). Aus diesem Grund hat die 
American Cancer Society Tamoxifen als karzinogenen Stoff klassifiziert (“American Cancer 
Society,” 2013). Wobei sich mögliche Auswirkungen durch den physischen Akt der Applikation 
relativ einfach mit einer Injektion von Öl bei den Wildtypen-Kontrollen simulieren lassen, würde 
eine Tamoxifen-Applikation in den als Kontrollen verwendeten uninduzierten Tieren eine Deleti-
on von Caspase-8 nach sich ziehen. Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit von induzierten 
Knockout-Tieren und Wt-Kontrollen wurde deshalb ein nicht transgener B6N-1 Stamm der Uni-
klinik Aachen mit Tamoxifen behandelt und als weitere Wildtypkontrolle verwendet. In keinem 
der durchgeführten Experimente konnte ein Einfluss von Tamoxifen auf die erhaltenen Ergeb-
nisse nachgewiesen werden. 
Die auf das Epithel beschränkte Expression des kontrollierenden Promoters Villin führte zu ei-
ner normalen Expression von Caspase-8 in der darunterliegenden Lamina propria oder der 
Muskularis bzw. Submuskularis (el Marjou et al., 2004). Da die entsprechenden DNA- bzw. Pro-
teinproben für die Bestimmung der mRNA-Menge und Verifizierung durch Westernblot aus Ge-
samtlysat der einzelnen Darmsegmente gewonnen wurde, war eine Restexpression von 
Caspase-8 immer vorhanden. 
 
4.2 Die auftretenden Phänotypen 
 
Während die konditionellen Ko-Tiere bis zum 21. Tag nach der Induktion keinen augenscheinli-
chen Phänotyp aufwiesen, konnten fast alle der homozygoten konstitutiven Ko-Tiere allein auf-
grund ihres schmächtigeren Körperbaus und ihres geringeres Gewichts identifiziert werden. 
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Damit gingen auffällige Verhaltensänderungen wie eine gekrümmte Körperhaltung, Teilnahms-
losigkeit an ihrer Umwelt, einen starke Einschränkung der Lokomotion und ein gesträubtes und 
beschmutztes Fell bei 84% der Tiere einher, was einen deutliche Ausdruck von Schmerzen 
darstellt (Gärtner et al., 1998; National Research Council, 2009). Aus vielen etablierten Maus-
modellen für CED´s sind ähnliche Symptome bekannt. Dazu zählen beispielweise sowohl die 
Ko-Mausmodelle für intestinale Entzündungen mdr1a-/- (Multidrug resistance targeted mutation; 
Ko führt zu spontaner intestinaler Inflammation (Dommels et al., 2007)) und IL-10-/- (Interleukin-
10; potentes anti-inflammatorisches Zytokin dessen Deletion zu Enterokolitis führt (Kennedy et 
al., 2000)) als auch das Morbus Crohn spezifische Mausmodell SAMP1/YitFc (Innere nukleäre 
Membran Proteine; spontanes Auftreten von MC-ähnlicher Ileitis). Allerdings sind die phänoty-
pischen Effekte bei diesen Modellen schwächer ausgeprägt. Bemerkenswert war eine hohe 
Mortalitätsrate von fast 50%, die in den homozygoten konstitutiven Ko-Tieren zwischen dem 
17.- und 35.-Tag auftrat. Sowohl die Verteilung der Genotypen der Nachkommen entsprechend 
der Medel´schen Regeln und auch das Ausbleiben einer erhöhte Letalität nach der sechsten 
Woche deuteten darauf hin, dass sich das Phänomen der erhöhten Mortalität auf den genann-
ten Zeitraum beschränkt. Interessanterweise zeigte sich bei den Tieren, die die Phase der Ge-
wichtsreduktion überlebt hatten, eine allmähliche Erholung und eine Angleichung des Körper-
gewichts an die Wt-Kontrollen. Zwei Monate nach der Geburt hatten die untersuchten Ko-Tiere 
zwar immer noch ein wahrnehmbar geringeres Gewicht, aber die Differenz verringerte sich zu-
nehmend. Dieser Zeitraum entspricht in etwa dem Ende der kompensatorischen Wachstums-
phase, einem murinen, homöostatischen Regulationmechanismus, durch den sich normaler-
weise das Gewicht der Mäuse angleicht. Innerhalb dieser Phase zeigen stark entwickelte Tiere 
eine geringere Gesamtgewichtzunahme, während unterentwickelte Tiere stark an Gewicht zu-
legen (Belle, 2004). Diese Verbesserung des Gesundheitszustands könnte sich außerdem 
durch Adaption der Tiere an die intestinalen Effekte einer dysfunktionalen Caspase-8 erklären 
lassen. Zur Erforschung möglicher Langzeiteffekte, wie z.B. die Entstehung von intestinalen 
Karzinomen wäre die Untersuchung von mehreren Monaten alten Mäusen erforderlich. So 
kommt es beispielsweise bei der humanen Colitis ulcerosa oftmals erst nach 8 – 15 jährigem 
Krankheitsverlauf zu Entstehung von kolorektalen Karzinomen (Leighton et al., 2006), was um-
gerechnet auf die Maus etwa 12 – 13 Monaten entsprechen würde. Zur Durchführung eines 
solchen Langzeitversuchs würde sich die konstitutive Mauslinie anbieten. 
Das Ausbleiben eines erkennbaren Phänotyps oder einer erhöhten Letalität während der präna-
talen und postnatalen Phase und die ungefähre Manifestation ab der zweiten Woche könnte 
mehrere Ursachen habe: Da die genauen molekularen Wechselwirkungen von Caspase-8 im 
Intestinum und sein Einfluss auf die Embryonalentwicklung noch nicht bekannt sind, könnte ein 
Dysfunktion von Caspase-8 während dieser Phase keine oder nur vernachlässigbare Konse-
  
138 Diskussion 
quenzen haben. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass die Umstellung der Nahrungsversorgung 
beim Absetzten, welches spätestens mit dem 16. Tag nach der Geburt stattfindet (GV-SOLAS, 
2007), und die damit einhergehende Umstellung von Muttermilch zu fester Nahrung den Aus-
bruch der Symptome begünstigen. Durch die daraufhin erfolgende Umstellung des Metabolis-
mus könnten die Auswirkungen des Knockouts erst zum Tragen kommen.  
Das Ausbleiben eines Phänotyps in der konditionalen Mauslinie und die vergleichsweise gerin-
gere Effekt der Caspase-8-Deletion sind wahrscheinlich auf die verhältnismäßig geringere Zeit 
zwischen Induktion und Präparation zurückzuführen. 
 
4.3 Morphologische Veränderungen 
 
Aufgrund seiner initiierenden Funktionen innerhalb der Apoptose (Frisch, 2008) wurde zu Be-
ginn der Arbeit postuliert, dass eine intestinale Deletion von Caspase-8 wahrscheinlich ein un-
kontrollierten Wachstum von Zellen bzw. Störungen in der Ablösung von absterben Zellen an 
der apikalen Spitze der Zotte nach sich ziehen könnte. Zusätzlich dazu konnte bereits früh 
durch In-Situ-Hybridisierung gezeigt werden, dass Caspase-8 ein entscheidender Faktor bei der 
Regulierung der epithelialen Zellzahl ist (Hall et al., 1994). Aufgrund dieser Fakten gingen wir 
davon aus, dass das Fehlen eines der integralen Bestandteile des Selbstmordprogramms der 
Zellen zu einem verbesserten Überleben der Zellen im Darmepithel führen müsste. 
Die ersten oberflächlichen histologischen Analysen der konditionalen Knockout-Tiere zeigten 
dementsprechend auch eine weitestgehend unauffällige Morphologie. So konnten zwar verein-
zelte Hyperplasien gefunden werden, die aberranten Bereiche waren aber lokal eng begrenzt 
und erstreckten sich über weniger als 1 % der untersuchten Bereiche.  
Im Gegensatz dazu zeigten Casp8cre+ ko/ko-Mäuse im Dünndarm überaschenderweise eine dras-
tische Zerstörung der Ephitelstruktur mit deutlichen Anzeichen von Inflammation, wie Hyperpla-
sien, ulzeröse Läsionen, erhöhte Zellularität der Lamina propria und die Anwesenheit von ent-
zündlichem Infiltrat (Hoffmann and Autschbach, 2009). Teilweise kam es hier zum Verlust gan-
zer Krypten und infolgedessen zur epithelialen Erosionen mit einer offenliegenden Lamina prop-
ria. Diese Veränderungen traten jedoch nicht homogen auf, so wechselten sich Bereichen mit 
starken Symptomen und histologisch relativ unauffällige Abschnitten ab. Obwohl es zwischen 
den einzelnen Versuchstieren individuenbedingte Varianzen gab, zeigten fast alle Tiere in ca. 
30 % der Fläche deutliche morphologische Auffälligkeiten, die tendenziell von der duodenalem- 
zur rektalem Seite hin zunahmen. Dies wiederlegte die ursprüngliche Annahme einer verbes-
serten Überlebenswahrscheinlichkeit der Zellen. Deutlich wurde dies auch durch die Bewertung 
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der morphologischen Veränderungen anhand verschiedener ausgewählter Parameter, wie 
Schweregrad der Entzündungserscheinungen, der betroffenen Fläche oder die Anzahl abster-
bender Zellen. Im Durchschnitt zeigten die Dünndarmsegmente in einem konditionalen Ko-Tier 
8 – 9 (Wt: 0,5 – 1.5) von 10 möglichen Punkten, also eine massive Veränderung in der Morpho-
logie und starke inflammatorische Erscheinungen. Im Scoring hatte das terminale Ileum die 
konstant höchsten Werte und wies damit den höchsten Grad an Gewebsaberrationen auf. Im 
konstitutiven Tier zeigten sich vergleichsweise niedrige Werte (2,5 – 4) was allerdings mit den 
Ergebnissen der histologischen Untersuchungen übereinstimmte. Interessanterweise führte die 
Inhibition des körpereigenen „Selbstmordprogramms“ Apoptose also zu epithelialen Ge-
websaberrationen mit den entsprechenden Zelluntergängen und morphologischen Veränderun-
gen. Die Tatsache, dass das Colon, obwohl Caspase-8 dort ebenfalls exprimiert wird, in beiden 
Tiermodellen morphologisch unauffällig blieb, lieferte Hinweise darauf, dass auch dünndarm-
spezifische Prozesse, wie z.B. die Regeneration der epithelialen Schleimhaut oder dünndarm-
eigene Zellen bei der Entstehung der auftretenden Symptome eine Rolle spielen könnten. Somit 
war die Dünndarmentzündung entweder durch die Induktion eines alternativen Zelluntergangs-
programms, einem dünndarmspezifischen Effekt von Caspase-8 oder einer Mischung aus bei-
dem erklärbar.  
 
4.4 Absterbende Zellen im Kryptenbereich 
 
Einhergehend mit der intestinalen Inflammation kam es zu einer deutlich erhöhten Anzahl von 
absterbenden Zellen im Kryptenbereich. Die untergehenden Zellen waren gekennzeichnet 
durch eine irreversible Chromatinkondensierung, der Karyopyknose, normalerweise ein deutli-
ches Anzeichen von Apoptose (Kihlmark et al., 2001), das allerdings auch in nekrotischen Zel-
len vorkommen kann (Kroemer et al., 2005). Dieses Phänomen beschränkte sich auf den Kryp-
tenbereich und war in den Zotten nur vereinzelt nachweisbar, trat aber sowohl im konstitutiven 
Knockout-Modell (ca. 1 kondensierter Zellkern pro Krypte), als auch leicht abgeschwächt im 
konditionalen Knockout-Modell (ca. 0,8 kondensierte Zellkeren pro Krypte) auf. Die betroffenen 
Zellen zeigten in der histologischen Untersuchung mittels Lichtmikroskopie aber keine für 
Apoptose typischen Anzeichen, wie das Membran-„Bledding“ oder die Bildung apoptotischer 
Körperchen. Zur besseren Charakterisierung der Zellen wurden anschließend elektronenmikro-
skopische Aufnahmen angefertigt. Die absterbenden Zellen lagen vereinzelt über das Krypten-
gewebe verteilt, und waren aufgrund ihrer veränderten Elektronendichte leicht zu identifizieren. 
Im konstitutiven Tier schienen sie teilweise aus dem Zellverband gelöst vorzuliegen, da die In-
terzellularräume stark vergrößert waren. Diese, normalerweise nicht erkennbaren, Zwischen-
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räume umgaben teilweise die Zellen und bildeten einen deutlich sichtbaren Hohlraum zwischen 
den einzelnen Zellen. Die Entstehung dieser Hohlräume könnte auf eine Verringerung der Zell-
Zell-Kontakte zurückzuführen sein. Zwar wiesen die betroffenen Zellen in der elektronenmikro-
skopischen Betrachtung immer noch Verbindungen zu den Nachbarzellen in Form von Desmo-
somen auf, andere Zell-Zell-Kontakte, wie Tight-Junctions waren allerdings auflösungsbedingt 
nicht darstellbar. Vereinzelt konnten innerhalb dieses Interzellularraumes Fremdkörper gefun-
den werden, bei denen es sich um Pathogene handeln könnte.  
Die Zellkerne wiesen in beiden Mauslinien, anders als bei dem segmentierten Abbau bei 
Apoptose, diffuse Schädigungen auf. In Übereinstimmung damit erfolgte der Abbau der Zellen 
ohne das apoptosetypische „Bledding“, also die Abschnürung der Zellmembran, bzw. ohne das 
Vorkommen von apoptotischen Körperchen. Auch das Vorhandensein von vergrößerten Orga-
nellen, interzellulärer Vakuolenbildung und zerstörten Mitochondrien deuteten eher auf das Ab-
laufen eines nekrotischen bzw. nektoptotischen Prozesses hin (Henriquez et al., 2008; “MPI 
Koeln,” 2009). Zusätzlich dazu konnte bei einigen Zellen ein Auslaufen der zellulären Inhalts-
stoffe bzw. der Zelle in die Lamina propria beobachtet werden. Dieser Vorgang ist absolut unty-
pisch und konnte bei Wt-Tieren nie beobachtet werden, bei denen die Lamina propria und das 
umgebende Epithelgewebe stets klar voneinander abgegrenzt werden konnten. Im Gegensatz 
zur Apoptose, deren Zweck unter anderem die Vermeidung von Zellbestandteilen abgestorbe-
ner Zellen im extrazellulären Raum und der dadurch ausgelösten Induktion nekrotischer Pro-
zesse ist, kommt es bei Nekrosen zu einer Erhöhung der Permeabilität der Zellmembran und 
dem Austreten intrazellulärer Substanzen (Elmore, 2007; Proskuryakov et al., 2003). Diese 
Phänomene sind Apoptose untypisch und erhärten somit die Theorie des Auftretens von ver-
mehren nekroptotischen Vorgängen nach Deletion von Caspase-8.  
In den Zotten konnten in den lichtmikroskopischen Untersuchungen zwar keine Hinweise für 
eine erhöhte Anzahl von kondensierten Zellkernen gefunden werden, jedoch waren in der elekt-
ronenmikroskopischen Vergrößerung zahlreiche Zelluntergänge zu sehen. Korrelierend mit den 
Zellen des Kryptenbereichs kam es auch hier zu keiner Membranabschnürung oder der Bildung 
apoptotischer Körperchen. Im Gegensatz zu den Beobachtungen des Kryptenbereichs, gab es 
hier ganze Bereiche von Epithelzellen mit funktionsuntüchtigen Mitochondrien. Das im Zuge der 
epithelialen Schleimhautregeneration normale Ablösen von Zellen an der apikalen Zottenspitze 
konnte sowohl bei normalen, wie auch bei Wt-Kontrollen beobachtet werden. Bei den Wt-
Kontrollen ging das Ablösen durch einen geordneten Prozess mit deutlichen apoptotischen 
Merkmalen (segmentierte Zellkernfraktionierung, funktionale Organellen, Verkleinerung der Zel-
le, Zusammenbruch des Zellstoffwechsels) vonstatten, an dessen Ende eine von der Basal-
membran ausgehende Verdrängung der Zelle durch seine Nachbarzellen und die anschließen-
de Ablösung in das Lumen stand. Die Deletion von Caspas-8 hingegen führt in den Zotten zu 
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ähnlichen Symptomen wie im Kryptenbereich. Die zugrunde gehenden Zellen zeigen somit so-
wohl nekroseassoziierte- (Diffuse Zellkernschäden, funktionsunfähige Mitochondrien, etc.) wie 
auch nekroptoseassoziierte Symptome (stark elektronendichte Granula (Günther et al., 2011)). 
Die erhöhte Zahl untergehender Zellen in der Zotte war jedoch nicht mittels TUNEL-Färbung 
markierbar, was Hinweise auf einen anderen zugrundeliegenden Mechanismus oder eine Ablö-
sung der Zellen vor detektierbarer DNA-Fragmentierung gibt. 
Bemerkenswerterweise scheint eine Abwesenheit von Caspase-8 eine solche unkontrollierte 
Herauslösung der betroffenen Zellen aus dem Zellverband zu begünstigen. Dabei kam es auch 
zur Ablösung morphologisch lediglich leicht auffälliger Zellen, die dem optischen Eindruck nach 
noch lebensfähig waren. Die sich ablösenden Zellen im Wildtyp zeigten dagegen durchwegs 
deutlich ausgeprägtere Aberrationen. Da die Lücken im epithelialen Zellverband, die von den 
abgelösten Zellen hinterlassen wurden, nicht durch die Nachbarzellen geschlossen werden 
konnte, kam es zu einer komplett freiliegenden Basalmembran, und somit zu einem Zusam-
menbruch der epithelialen Barrierefunktion. Dieses Phänomen war nicht auf einzelnen Zellen 
beschränkt, teilweise trat der Verlust ganzer Zellverbände auf. Infolgedessen sind die epithelia-
len- und darunter gelegenen Zellen der Darmwand ständig den normalen Bakterien der Darm-
flora und anderen pathogenen und toxischen Substanzen ausgesetzt. Dies könnte, im Zuge der 
immunologischen Antwort des Körpers, zu einer Entzündung der geschädigten Bereiche und in 
einer Art positiver Rückkopplung somit zu einer weiteren Schwächung der Barriereintegrität füh-
ren. Dieser sich selbst verstärkende Effekt einer gestörten epithelialen Barrierefunktion ist beim 
Menschen bereits beschrieben, und wird als eine mögliche Ursache für Morbus Crohn diskutiert 
(Keita and Söderholm, 2012). 
Zur weiteren Charakterisierung der absterbenden Zellen und zur Bestimmung des zugrundelie-
genden Zelltod-Pathways wurden zusätzliche histochemische Färbungen angefertigt. Durch 
eine Fluoreszenz-TUNEL-Färbung, die die Fragmentierung der nukleären DNA nachweist, war 
jedoch nur eine Spezifizierung der lokalen Verteilung der absterbenden Zellen möglich, da die-
se Methode nicht zur Diskriminierung zwischen Apoptose und Nekrose geeignet ist. Die 
TUNEL-positiven Zellen waren in beiden Mauslinien kreisförmig entlang des Kryptenbereichs 
verteilt, wobei einzelne TUNEL-positive Zellen auch im apikalen Zottenbereich zu finden waren, 
in Korrelation mit der Lokalisation der kondensierten Zellkernen. Die ebenfalls durchgeführte 
sequenzielle TUNEL-HE-Färbung bestätigte diese Erkenntnis. Da Zellkerne mit einer Dicke von 
6 – 15 µm bei optimaler Lage in zwei sequenziellen Schnitten von 7 µm Dicke nachweisbar sind 
(Cremer and Cremer, 2001), konnte oftmals ein unter dem Lichtmikroskop identifizierter Nukle-
us in der TUNEL-Färbung wiedergefunden werden. Dies bestätigte, dass die kondensierten 
Zellkerne teilweise mit den TUNEL-gefärbten Zellen identisch sind. Eine weitere interessante 
Beobachtung bei konstitutiven Ko-Tieren war die Häufung von TUNEL-positiven Zellen in Berei-
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chen von Hyperplasien oder dem entzündlichem Infiltrat. Hier konnte das entsprechende Auftre-
ten von kondensierten Zellkernen nicht beobachtet werden. Dies könnte allerdings auf die durch 
die Inflammation stark veränderte Gewebsstruktur zurückzuführen sein. 
Die bei beiden Mauslinien in der Elektronenmikroskopie eindeutig nachweisbaren massiven 
Zelluntergänge im Zottenbereich konnten ebenfalls nicht durch TUNEL-Färbung markiert wer-
den. Zwar kam es zur Markierung einzelner Zellen, die Anzahl war aber nicht mit den in der 
TEM-Analyse gefundenen Symptomen vergleichbar. Eine plausible Erklärung dafür wäre eine 
Ablösung der Zellen aus dem Gewebsverband vor einer durch TUNEL-Färbung nachweisbaren 
DNA-Fragmentierung. Zwar findet auch in Nekrosen eine DNA-Fragmentierung statt (die auch 
zu einer Apoptose-typischen DNA-Leiter führen (Leite et al., 1999)), weil diese jedoch erst im 
Laufe der Nekrose durch zufälligen Verdau stattfindet, könnte sich die Zelle bereits aus dem 
Epithel gelöst haben, bevor genügend fragmentierte DNA für eine Detektion vorhanden ist. 
Die momentan etablierten Nekrose-Apoptose-Detektionskits funktionieren mithilfe der Enzyme 
Annexin V und Ethidium-homodimer-III (EtD-III) (Nakajima et al., 2011). Färbt man eine Probe 
mit dem membran-impermeablen Enzym EtD-II, bindet es nach der Zerstörung der Plasmame-
bran durch Nekrose an den Zellkern und kann dort nachgewiesen werden. Da sich diese Me-
thode, unabhängig von der Gewebsschnittdicke, als für „in vivo“ Experimente ungeeignet her-
ausstellte, wurde zur näheren Bestimmung des vorherrschenden Zelltod-Pathways eine ergän-
zende aktive Caspse-3 Färbung durchgeführt. Aufgrund seiner Rolle als Effektorcaspase und 
seiner Schlüsselrolle innerhalb der Apoptose wird es in jeder apoptotischen Zelle exprimiert. In 
beiden untersuchten Mauslinien konnte im Zottenbereich eine stark abgeschwächte Expression 
von aktiver Caspase-3 nach Deletion von Caspase-8 festgestellt werden. Interessanterweise 
zeigte sich im Kryptenbereich des Duodenums und abgeschwächt auch im Jejunum ebenfalls 
einige vereinzelte Zellen mit Casp-3 Expression, diese waren aber im Vergleich zu der Anzahl 
kondensierter Zellkerne bzw. TUNEL-positiver Zellen sehr gering. Da durch das Fehlen von 
Caspase-8 der extrinsische Pathway inhibiert ist, muss es sich um eine interne Aktivierung des 
intrinsischen Apotosewegs handeln. So ist bekannt, dass eine Vielzahl unterschiedliche Stimuli 
zu einer Aktivierung von Apoptose, unabhängig von Caspase-8 führen können. Dazu zählen 
u.a. Stimulation der Mitochondrien z.B. mit dem Tumor-Supressor p53, DNA-Schäden oder to-
xische Substanzen wie Chemotherapeutika  (Fulda and Debatin, 2006; Mehmeti et al., 2011). 
Eine weitere epitheliale Besonderheit in Caspase-8 defizienten Zellen ist der auffallende Verlust 
von Paneth Zellen. Während in den untersuchten Wildtyp-Tieren im Dünndarm durchschnittlich 
4,3 – 4,7 Zellen pro Krypte vorhanden waren, verringerte sich dies auf 0,6 Paneth-Zellen im 
konstitutiven Knockout, respektive 2,5 Paneth-Zellen im konditionalen Knockout, wobei die ge-
ringere Reduzierung der Zellzahl im induzierbaren Tieren höchstwahrscheinlich auf die wenige 
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Zeit zur Manifestation der Symptome der Caspas-8 Deletion zurückzuführen ist. Da noch nicht 
abschließend geklärt ist, ob ein Absterben der Zellen oder eine Inhibition der Neubildung Ursa-
che für die sinkende Anzahl ist, könnte auch die bei Paneth-Zellen längere Lebensdauer von 18 
– 23 Tagen ein entscheidender Faktor sein (Dekaney et al., 2009), wobei die stark erhöhte An-
zahl absterbender Zellen in Kryptenbereich eher auf ein Absterben der Zellen hindeutet. Diese 
These wird ebenfalls durch die Reduktion der Paneth-Zellen im konditionalen Tier um fast 50 % 
sieben Tage nach Ko-Induktion gestützt. Auch lieferten Daten aus der Elektronenmikroskopie 
und WB-Untersuchungen Hinweise auf das Vorhandensein von Nekroptose im Kryptenbereich. 
Bezeichnenderweise spielen die Paneth-Zellen durch ihre sekretorischen Eigenschaften eine 
entscheidende Rolle in der Abwehr von Pathogenen innerhalb des Darms (Bevins and Salz-
man, 2011). Eine wichtige Rolle wird hierbei durch die Produktion und Ausschüttung von De-
fensinen (zusätzlich in der Maus: Cryptdine) wahrgenommen. Demgemäß reagieren Paneth-
Zellen auf die Anwesenheit von potentiell pathogenen Bakterien mit der Ausschüttung von Gra-
nula, die hohe Konzentrationen von α-Defensinen enthalten (Masuda et al., 2011). In mehreren 
Studien konnte auch bereits ein Zusammenhang von Paneth-Zellen und der Pathogenese von 
CED´s nachgewiesen werden (Strober et al., 2007). Beispielsweise ist bei vielen Morbus-Crohn 
Patienten ein Verlust von Paneth Zellen oder ein Defensin-Defekt nachweisbar (Wehkamp et 
al., 2008, 2005). Auch eine Reduktion des humanen α-Defensin Vorläufers HD5 (Human alpha 
defensin 5) führt zu einer verstärkten Disposition zu Morbus Crohn (Tanabe et al., 2007). 
Nach einer, aufgrund dieser Daten, postulierten Theorie, könnte ein durch die Caspase-8-
Deletion verursachtes Absterben von Zellen im Zusammenspiel mit einem vorzeitigen Ablösen 
zu offenliegenden Basalmembranen und damit zu einem Zusammenbruch der Integrität der 
Schleimhaut führen. Hinweise auf eine Erhöhung der Schleimhautpermeabilität wurden durch 
die vorläufigen Ergebnisse aus einer FITC-Dextran Applikation erbracht. Die dadurch herbeige-
führte kontinuierliche Invasion pathogener Substanzen würde zu weiteren inflammatorischen 
Prozessen führen, die durch das Fehlen der Paneth-Zellen und ihrer antimikrobiellen Sekrete 
weiter verstärkt würde. Ob der Fehlen von Paneth-Zellen oder der Verlust der epithelialen Bar-
rierefunktion allein ausreichen würde um die beschriebenen morphologischen Veränderungen 
hervorzurufen ist noch ungeklärt. 
 
4.5 Inflammation 
 
Die bisherigen histologischen und immunhistologischen Ergebnisse zeigten bei Caspase-8-Ko-
Tieren eine Vielzahl absterbender Zellen im Kryptenbereich, die verschiedene nekrotische 
Merkmale aufwiesen. Auch die morphologischen Auffälligkeiten, besonders in der konditionellen 
  
144 Diskussion 
Mauslinie, wiesen auf die Entstehung massiver Entzündungen nach der Caspase-8 Deletion 
hin. Als Teil der immunologischen Reaktion wandern Leukozyten, wie z.B. neutrophile Gra-
nulozyten (nG´s) binnen Stunden in das entzündete Gewebe ein, um dort evtl. vorkommende 
pathogene Mikroorganismen zu identifizieren und anschließend zu eliminieren (Hargreaves et 
al., 2011; Jacobs et al., 2010). Dies geschieht entweder durch Phagozytose, der Ausschüttung 
antimikrobieller Substanzen, oder der Generierung von sogenannter NET´s (Neutrophil 
extracellular trap). Diese extrazellulären Matrizen dienen der Bindung von Bakterien und ver-
hindern somit eine weitere Ausbreitung und induzieren die Zerstörung der Bakterien (Hickey 
and Kubes, 2009). NG´s sind somit nicht nur ein Indikator für inflammatorische Prozesse, son-
dern im speziellen auch für die Invasion von Bakterien in ein Gewebe. Durch die Markierung 
mittels CAE-Färbung zeigte sich eine extrem gestiegene Anzahl von nG´s in konstitutiven Ko-
Tieren. Besonders auffällig waren hier, wie erwartet, die morphologisch besonders aberranten 
Bereiche wie Hyperplasien und entzündliche Gewebsinvasionen. Dies zeigte sich besonders 
stark im Duodenum und Jejunum, wobei die Effekte im Ileum nur leicht abgeschwächt waren. 
Dieses Phänomen einer Infiltration von neutrophilen Granulozyten in das intestinale Epithel ist 
ein altbekanntes und bereits beschriebenes Symptom bei CED´s (Hoffmann and Autschbach, 
2009). 
Auffällig war eine Granulozytose in der Milz. Da neutrophile Granulozyten nach Ablauf ihrer na-
türlichen Lebenspanne unter anderem in der Milz abgebaut werden (Bainton et al., 1971; Idel, 
2010) ist dies ein weiterer Hinweis auf eine stark angestiegene Granulozytenproduktion bzw. 
eine verstärkte Rekrutierung aus dem Knochenmark. Interessanterweise konnte im induzierba-
ren Knockout nur eine tendenziell leicht erhöhte Anzahl nG´s gefunden werden. Zusammen mit 
der unauffälligen Morphologie und der, verglichen mit den konstitutiven Ko-Mäusen, hohen Pa-
neth-Zellzahl, scheint sich die Entzündung hier in einem Anfangsstadium zu befinden. In den 
morphologisch stak auffälligen Bereichen, die in der konditionalen Maus jedoch extrem selten 
auftraten, waren allerdings ebenfalls Akkumulationen von nG´s zu finden. 
In Kooperation mit Dr. Thomas Clahsen und Dr. Angela Schippers vom Institut für Kinder- und 
Jugendmedizin im Uniklinikum Aachen wurde, zur weiteren Bestimmung der Zellzahl der vor-
kommenden immunologischer Zellen, eine Immunzellenisolation mit anschließender FACS-
Analyse durchgeführt. Zur Bestimmung der verschiedenen Immunzellen wurde der Darm indu-
zierter Ko-Tiere und Wt-Kontrollen mit einem Cocktail aus 7 verschiedenen Antikörpern (CD3, 
CD11c, CD11b, F480, GR1, CD4, CD8) untersucht. Zwar konnte die Methode erfolgreich an-
gewandt, aber keine signifikanten Ergebnisse gewonnen werden, was wahrscheinlich auf die 
geringen Entzündungserscheinungen in den konditionellen Tieren zurückzuführen ist. Lediglich 
die Anzahl CD4-exprimierender Zellen (T-Zellen, dendritische Zellen) war leicht erhöht. Mit der 
Fähigkeit, als Vermittler zwischen angeborener- und erworbener Immunantwort zu agieren und 
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naive T-Zellen zu aktivieren, liefern dendritische Zellen eine Hinweis auf das Stattfinden einer 
Immunantwort bzw. das Vorhandendein von pathogenen Infiltraten (McKenna et al., 2005). Um 
die Ergebnisse dieser grundlegenden Experimente zu verifizieren sollte die Immunzellenisolati-
on wiederholt werden, optimaler Weise mit konstitutiven Ko-Tieren. 
Die Darstellung der Progression der intestinalen Inflammation wurde zusammen mit Dr. Josef 
Ehling und dem Institut für experimentelle molekulare Bildgebung mit Hilfe von Fluoreszenz-
markierung und anschließender Darstellung durch Computertomographie etabliert. Durch die 
Applikation von Prosense Cat 750 (Cathepsin B aktivierbares, fluoreszierendes Reagens) und 
eines Kontrastmittels konnten Entzündungsherde dargestellt werden (z.B. in DSS-behandelten 
Tieren). Leider erwies sich diese Methode als nicht sensitiv genug zur Erkennung der leichten 
Entzündungserscheinungen in den konditionalen Ko-Tieren. Eine zukünftige Wiederholung die-
ser bereits etablierten Versuche mit konstitutiven Ko-Tieren könnte, betrachtet man die Ergeb-
nisse der CAE-Färbung, wesentlich erfolgsversprechender sein, ist aber aufgrund der hohen 
Mortalitätsrate ab dem 17. Tag der Tiere schwer durchführbar. 
 
4.6 Zell-Zell-Kontakte und Zelladhäsion 
 
Die beobachteten Effekte in den histologischen und elektronenmikroskopischen Untersuchun-
gen lieferten mit dem vorzeitigen Ablösen der Epithelzellen im apikalen Zottenbereich und den 
stark vergrößerten Interzellularräumen im Kryptenbereich der konditionellen Tiere Hinweise auf 
Störungen in der Zell-Zell-Adhäsion. Der enge apikale Zell-Zell-Kontakt, der für die Aufrechter-
haltung der epithelialen Barrierefunktion unerlässlich ist, entsteht bei den Enterozyten des 
Darmepithels über eine Vielzahl unterschiedlicher Zelladhäsionsmoleküle, wie z. B. Desmoso-
me oder der Zonula occludens (Ross and Pawlina, 2011). Im der Zonula occludens sorgen vor 
allem die Tight-Junctions (TJ) für eine Abdichtung der Interzellularräume und sind dadurch un-
ter anderem für den geregelten Stofftransport und die zellulare Polarität der Epithelzellen ver-
antwortlich. Abgesehen davon spielen TJ in der Organogenese des fetalen intestinalen Epithels 
eine ausschlaggebende Rolle. Erst nach der Ausbildung von TJ zwischen epithelialen- und 
mesenchymalen Gewebe kommt es zu einer Differenzierung von Enterozyten. Eine spätere 
Zerstörung dieser Verbindungen führt zur Ausbildung von unzureichend ausdifferenziertem 
Gewebe (Adler et al., 2000). Auch in der Pathogenese von CED´s konnte eine Rolle von TJ 
nachgewiesen werden. Nach dem Ausbruch dieser Krankheiten konnte ein Ansteigen der 
epithelialen Permeabilität in Verbindung mit einer abnehmenden Anzahl von TJ nachgewiesen 
werden (Kucharzik et al., 2001). Interessanterweise konnte auch bei ansonsten gesunden Ver-
wandten von Patienten mit CED´s eine erhöhte Darmwandpermeabilität mit TJ-Störungen in 
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Verbindung gebracht werden (Fries et al., 2005), was auf eine Korrelation zwischen Anzahl der 
TJ´s und der Integrität der epithelialen Barrierefunktion hindeutet.  
Übereinstimmend damit gibt es noch mehrere weitere Studien, die eine wichtige Rolle von TJ´s 
in der Entstehung und dem Verlauf von CED´s zeigen (Assimakopoulos et al., 2011). Die Clau-
dine, neben Occludin die wichtigsten bekannten Tight-junction-Membranproteine, gehören zur 
Gruppe der Transmembranmoleküle und spielen eine zentrale Rolle bei der Ausbildung bzw. 
Abdichtung von TJ (Miyamoto et al., 2005; Nitta et al., 2003). Eine Dysfunktion der TJ kann die 
Integrität der Schleimhautbarriere beeinträchtigen und im Menschen die Entstehung entzündli-
cher Darmerkrankungen wie z.B. Morbus Crohn begünstigen (Forster, 2008). Im Verlauf dieser 
Krankheit werden abdichtende Proteine wie Claudin-3, -5 und -8 herunterreguliert, während Po-
ren-bildende Proteine wie Claudin-2 heraufreguliert werden (Zeissig et al., 2007). 
Während für Occludin kein spezifisch bindender Antikörper für die Maus verfügbar war, konnte 
das Expressionsmuster von Claudin 3 und -7 durch IHC-Färbung untersucht werden. Claudin-3 
ist ein integrales Membranprotein, das zur Abdichtung von Tight-Junctions und damit zu einer 
stabilen Zell-Zell Adhäsion beiträgt (González-Mariscal et al., 2003). Dies ist entscheidend für 
die Regulierung der lateralen Diffusion von Lipiden bzw. Proteinen. Claudin-3 im Speziellen wird 
schon lange mit der Stabilisierung und Bildung von TJ´s und Schädigungen in der Schleimhaut-
barriere in Verbindung gebracht. Bei der Entstehung des Glioblastoms, einem bösartigen Hirn-
tumor, führt ein Verlust von Claudin-3 beispielsweise zur Destabilisierung von TJ´s (Wolburg et 
al., 2003). 
Während sich in den Wt-Kontrollen das für Claudin-3 typische strukturierte Expressionsmuster 
entlang der Zellmembran zeigte, war nach der Caspase-8 Deletion die Expression tendenziell 
schwächer und nicht mehr entlang der Zellgrenzen strukturiert. Besonders in morphologisch 
stark aberranten Bereichen trat keine geordnete Expressionsstruktur mehr auf. Stattdessen 
zeigten sich deutliche, internalisierte Claudin-3 Akkumulationen. Es ist bereits nachgewiesen 
worden, dass die Internalisierung bestimmter TJ-Proteine (Occludin, Claudin-1, 3, 5) direkt oder 
indirekt mit der Umstrukturierung von TJ und dem Verlust der Barrierefunktion zusammenhängt 
(Matsuda et al., 2004; Utech et al., 2010). Eine vergleichbare Internalisierung findet auch nach 
der Bindung des „Clostridium perfrigens“-Entertoxins an Caspase-3 statt. Trifft dieses Bakterium 
auf einen Claudin-3 eigenen „low-affinity“-Rezeptor, führt dies zu einer Internalisierung von 
Claudin-3 und damit einhergehend zur Schädigung der Schleimhautbarriere und starker Diarrhö 
(Katahira et al., 1997; McClane, 2001). Die Veränderung im Expressionsmuster war allerdings 
nur in den konstitutiven Ko-Mäusen zu sehen, in den induzierbaren Tieren beschränkten sich 
die Auswirkungen auf die bereits erwähnten Internalisierungen. Ein vergleichbares Expressi-
onsmuster mit den entsprechenden Internalisierungen zeigte sich, wenn auch in abgeschwäch-
ter Form bei Claudin-7, wobei in der konditionalen Mauslinie wiederum nur die Internalisierun-
gen auftraten. 
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Bei Claudin-7 handelt es sich ebenfalls um ein membranständiges Protein, dass eine wichtige 
Funktion bei der Ausbildung von Tight Junctions zwischen epithelialen Zellen innehat (Zheng et 
al., 2003). Claudin-7, spielt, wie auch Claudin-3, eine entscheidende Rolle bei der Abgrenzung 
basaler und apikaler Kompartimente in epithelialen Strukturen. Generell trägt es zur Aufrechter-
haltung der Zellpolarität durch die Eindämmung unerwünschter Diffusion von Membranprotei-
nen und Membranlipiden und somit zur Aufrechterhaltung der epithelialen Barrierefunktion bei 
(Cereijido et al., 2007).  
Ein weiteres epitheliales Glykotransmembranmolekül, mit wichtigen Funktionen in der kalzium-
vermittelten Zell-Zell-Adhäsion, ist das sogenannte E(pitheliale)-Cadherin (Takeichi, 1991). Es 
interagiert außerdem über ß-Catenin mit dem Wnt-Signalweg, der Einfluss auf Organgenese, 
zelluläre Proliferation bzw. Mortalität, und einer Entstehung verschiedener unterschiedlicher 
Karzinome nimmt (Dale, 1998; Logan and Nusse, 2004). Im Gegensatz zu den Claudinen spielt 
E-Cadherin eine wichtige Rolle in der Ausbildung von Desmosomen. Eine herunterregulierte 
Expression oder ein komplettes Ausschalten von E-Cadherin führt zu einer verminderten Adhä-
sion zwischen den Zellen, einer reduzierten Konnektivität und einer erhöhten Mortalitätsrate 
(Frixen et al., 1991; Takeichi, 1991). Durch einen Caspase-8 Knockout wurde die Expression 
von E-Cadherin nicht verändert. In Übereinstimmung damit zeigten sich in der elektronenmikro-
skopischen Untersuchung sowohl im konstitutiven, als auch im konditionalen Knockout keine 
Veränderungen in der Anzahl der Desmosomen.  
Hinsichtlich der immunhistologischen Ergebnisse schien der primäre Effekt einer Caspase-8 
Dysfunktion auf die Zell-Zell-Adhäsion in den internalisierten Claudin-Aggregationen zu beste-
hen, da diese in den konditionellen Ko-Tieren bereits vorhanden waren, obwohl die Claudine 
hier noch ein klar strukturiertes Expressionsmuster aufwiesen. Das veränderte Expressions-
muster der Claudine im konstitutiven Ko und deren Bedeutung bei der Ausbildung der TJ´s 
wies, bei langfristiger Caspase-8 Deletion, auf eine Störung in den TJ´s und der damit verbun-
denen Zell-Zell-Adhäsion hin. Dies würde auch eine Erklärung für die stark vergrößerten Inter-
zellularräume und das vorzeitige Ablösen der Zellen aus dem Epithelverband in den konstituti-
ven Tieren darstellen. In den konditionellen Ko-Tieren konnten dahingegen keinerlei vergrößer-
te Zell-Zell-Zwischenräume gefunden werden. Störungen oder eine Abschwächung der Zonula 
occludens könnte auch der Grund für die gefundenen Fremdkörper innerhalb der Interzellular-
räume sein. Die von einem Caspase-8 Knockout unveränderte Expression von E-Cadherin deu-
tete hingegen auf das normale Vorkommen von Desmosomen hin. Dies stimmte mit den Ein-
drücken aus den elektronenmikroskopischen Analysen überein. 
Die bei den konstitutiven Ko-Tieren vorkommenden erweiterten Interzellularräume waren dem-
entsprechend auch in regelmäßigen Abständen von Desmosomen unterbrochen. Die gezeigten 
Ergebnisse deuteten auf einen teilweisen Verlust der Zell-Adhäsion durch Störungen der TJ´s 
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hin, wohingegen die Desmosome nicht betroffen schienen. Inwieweit das ein sekundärer Effekt 
ist, der im Zusammenspiel mit der freiliegenden Basalmembran einen Zusammenbruch der 
epithelialen Barrierefunktion lediglich fördert oder ursächlich dafür verantwortlich ist, muss noch 
geklärt werden. Auch die Frage, ob die absterbenden Zellen sich aufgrund einer Dysregulation 
der Zelladhäsion ablösen, oder das Absterben ursächlich für eine Ablösung ist, ist noch offen. 
Da sich das Phänomen der Epithelzelleablösung aber auch in den konditionalen Ko-Tieren 
zeigte, wo das Claudin-Expressionsprofil noch relativ normal ist, scheint die verminderte Zell-
Zell-Adhäsion eher ein sekundärer Effekt zu sein. Des Weiteren könnte das beobachtete ver-
mehrte Auftreten von undifferenzierten Epithelzellen ebenfalls durch einen Verlust von TJ´s be-
günstigt worden sein. 
Die in dieser Arbeit gewonnen Daten liefern somit Hinweise auf ein Krankheitsmodell, bei dem 
der Verlust von Caspase-8 unter anderem zu einer Schädigung bzw. Abschwächung von Tight-
Junctions und somit zu einer Verringerung der intestinalen Schleimhautbarrierefunktion führen 
könnte. Ob dieser Effekt mitverantwortlich an dem erwähnten Paneth-Zell-Verlust ist, oder ein 
sekundäres Phänomen muss in weiterführenden Untersuchungen beantwortet werden.  
 
4.7 Proliferation 
 
Um die Frage klären zu können, ob Caspase-8 Einfluss auf die Proliferation bzw. die intestina-
len Stammzellen hat, wurde sowohl eine IGR5-in-situ-Hybridisierung als auch die BRDU-
Färbung etabliert. Dadurch sollte beispielsweise die Frage, ob die Paneth-Zellen absterben o-
der lediglich nicht mehr nachwachsen, beantwortet werden. Aufgrund der Tatsache, dass die 
BRDU-Färbung die sich in der Teilung befindliche Zellen markiert (Potten et al., 1992), lässt 
sich ableiten, dass es sich bei markierten Zellen im Kryptengrund entweder um intestinale 
Stammzellen oder deren direkte Tochterzellen handeln muss. Bei den durchgeführten Färbun-
gen war weder eine geringere Anzahl von markierten Zellen im Kryptengrund, noch eine verrin-
gert Anzahl von neugebildeten Zellen nachweisbar.  
Die In-situ-Hybridisierung konnte erfolgreich etabliert, aus zeitlichen Gründen jedoch nicht veri-
fiziert werden. Die vorläufigen Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Ko-Tieren und Wt-Kontrollen. Da die in-situ-Hybridisierung nur mit dem Marker LGR5 durchge-
führt wurde, die intestinalen Stammzellen an den Positionen 4+ allerdings nur über den Marker 
Bmi1 detektiert werden können, wäre in diesen Stammzellarealen eine Veränderung theoretisch 
möglich, obwohl sie jedoch auch im der BRDU-Färbung nachweisbare Unterschiede verursa-
chen müsste. Nach dem jetzigen Kenntnisstand hat Caspase-8 somit keinen Einfluss auf die 
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intestinalen Stammzellen. Die auftretenden Symptome werden durch das Absterben einzelner 
Zellen und nicht durch eine ausbleibende Neubildung hervorgerufen. 
 
4.8 Transkriptionelle- und translationale Modellierung 
 
Die Untersuchung einer eventuellen Regulation auf transskriptioneller Ebene funktioniert über 
den Nachweis der vorhandenen mRNA-Menge in den Zellen mittels rt-PCR´s (Pfaffl, 2004). Mit 
Hilfe dieser Methode wurden im Verlauf dieser Arbeit eine Vielzahl unterschiedlicher Moleküle 
untersucht, von denen viele mit dem Apoptosepathway assoziiert sind, wie z.B. Bax, Bid, FAS, 
FASL, Trail, TrailL, IKBα (Bouillet and Strasser, 2002; Merkle et al., 2006; Mills et al., 2004) o-
der potentiell von einer Caspase-8 Deletion tangierte Moleküle wie Rab5 oder Wnt (Han et al., 
2013; Xiao et al., 1997). Parallel dazu wurde in anderen Arbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe 
die eventuelle Regulation weiterer interessanter Moleküle, wie beispielweise Math-1, Hes-1, 
CREB, oder PPARγ untersucht. 
Alle untersuchten Expressionen bis auf Trail und IKBα wiesen keine signifikanten Veränderun-
gen auf, die in mehreren Mäusen verifizierbar waren. Zwar konnte in einigen Mäusen eine deut-
liche Herabregulation von FAS nachgewiesen werden, dies war aber nicht auf alle Proben über-
tragbar. Betrachtet man die zugrundeliegenden Pathways, zeigt sich, dass mit der Reduktion 
von TRAIL und IKBα (unter Vorbehalt auch FAS) sowohl die Hauptinduktionswege von Apopto-
se, als auch die Caspase-8 assoziierten, inflammatorischen Prozesse deutlich herabreguliert 
sind (siehe Abbildung 4-1)(Reed et al., 2004; Vandenabeele et al., 2010a; Wong, 2011). Für die 
auftretenden Symptome innerhalb des Dünndarms muss infolgedessen ein anderer Mechanis-
mus verantwortlich sein. Aufgrund der beteiligten Pathways und der elektronenmikroskopischen 
Ergebnisse, die bereits Hinweise auf eine Beteiligung geliefert hat, handelt es sich hierbei 
höchstwahrscheinlich um Nekroptose. 
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Abbildung 4-1: Beteiligte Pathways. Die untersuchten Moleküle innerhalb der Apoptose-Pathways sind 
mit roten Kästchen markiert (Rot gepunktet = nicht reguliert; rot umrandet = reguliert; Bei FAS gibt es 
Hinweise auf Regulation). Bei IKBα und TRAIL (evtl. FAS) erfolgt Herabregulation der Expression, wo-
raus ein verstärktes Auftreten von Nekroptose resultieren könnte. 
 
Die Hauptgründe für die schlechte Verifizierbarkeit von Ergebnissen, wie z.B. bei FAS, könnten 
zum einen die Inhomogenität der Symptome innerhalb des Dünndarms sein. So wurde bereits 
das Vorkommen von stark aberranten Epithelbereichen und relativ unauffälligen Regionen in 
direkter Nachbarschaft beschrieben. Ein weiteres Problem stellte das Fehlen von reinen 
Epithelzellpopulationen dar bzw. von Zellen einer definierten Höhe auf der Krypten-Zotten-
Achse. Mit Hilfe von reinen Epithelzellen aus einer definierten Region könnte man die Expressi-
on von Molekülen in Caspase-8 defizienten Zellen ohne die Verzehrung von Zellen mit normaler 
Caspas-8 Expression (z.B. Zellen in der Lamina propria) betrachten. Durch die Isolation von 
Epithelzellen einer bestimmten Region wären evtl. Veränderungen der Expressionen nach der 
endgültigen Ausdifferenzierung bzw. die Unterschiede zwischen Krypte und apikaler Zotte veri-
fizierbar. Zwar konnte mit der sequentiellen Weiser-Fraktionierung eine in dieser Hinsicht viel-
versprechende Methode etabliert werden, bedauerlicherweise erwies sie sich aufgrund des be-
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reits vorgeschädigten Intestinums jedoch als ungeeignet für die benutzen Mauslinien. Gegen 
Ende der Arbeit wurde dazu übergegangen, spezifische Zellen mittels Laser-Mikro-Dissektion 
zu isolieren, was zwar eine sehr aufwendige aber auch erfolgversprechende Methode ist.  
Es wurde bereits gezeigt, dass das Auftreten von Nekroptose mit einer erhöhten RIP1 und RIP3 
Expression einher geht (Dana E Christofferson and Yuan, 2010). Aus diesem Grund sollte mit-
tels Western-Blot und immunhistologischer Färbung die RIP1- und RIP3-Expression untersucht 
werden. Trotz der Austestung verschiedener Antikörper sowohl auf Paraffin- als auch auf Kryo-
schnitten konnte keine signifikante Gewebefärbung erreicht werden. Die durchgeführten Wes-
tern-Blots mit RIP1 und RIP3 lieferten ebenfalls keine eindeutigen Ergebnisse. So zeigte sich in 
mehreren Tieren zwar eine deutlich erhöhte Expression von RIP3, jedoch war das nicht kon-
stant bei allen Tieren nachweisbar. Dies weist aber auf Nekroptose als ursächlichen Faktor der 
gezeigten Symptome hin. Die mangelnde Kontinuität der Ergebnisse könnte ebenfalls auf die 
bereits beschriebenen Probleme bei der mRNA- bzw. Protein-Isolierung zurückzuführen sein. 
Hier wäre eine weiterführende Untersuchung mit reinen Epithelzellproben aus den jeweiligen 
Darmkompartimenten erfolgsversprechend.  
Im Verlauf dieser Arbeit konnten zahlreiche unabhängige Hinweise dahingehend gefunden wer-
den, dass die durch epithelialen Caspase-8 Deletion inhibierte Apoptose, scheinbar durch das 
Auftreten von Nekroptose kompensiert werden kann. Zur Bestimmung der Rolle von Nekropto-
se in der intestinale Homöostase oder der Pathogenese von CED´s müssen weitergehende Ex-
perimente durchgeführt werden. 
Zur Identifizierung neuer Caspase-8 Target-Proteine, die nach einem Knockout eine veränderte 
Regulation zeigen, wurden zusammen mit Sonja Gostek von der Arbeitsgruppe Proteomics des 
Instituts für Pathologie am Uniklinikum Aachen eine 2-D-Gelelktrophorese mittels SDS-PAGE 
an konditionellen-Tieren durchgeführt. Die Methode konnte erfolgreich etabliert werden, es wur-
de jedoch keine Regulation von relevanten Proteinen gefunden. Dies kann sowohl durch eine 
unzureichende Induktion mittels Tamoxifen, wie auch durch die nur unzureichend auftretenden 
Symptomatik im konditionalen Knockout, vergleichbar mit der Immunzellenisolation erklärt wer-
den. 
 
4.9 Krankheitsmodelle 
 
Die beiden benutzten Krankheitsmodelle DSS-Colitis und Ischämie-Reperfusion zeigten nach 
einer Caspase-8 Deletion bei beiden Mauslinien eine deutlich erhöhte Anfälligkeit für intestinale 
Inflammation. Die DSS-Colitis, ein etabliertes Modell für CED´s (Perše et al., 2012), zeigte ein 
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früheres Auftreten des DSS-typischen Gewichtsverlusts in Kombination mit schneller nachweis-
baren Symptomen von Darmläsionen (okkultes Blut, veränderter Kot) in den konditionalen 
Knockout-Tieren. Auch kam es zu einer erhöhten Mortalitätsrate der Caspase-8 defizienten Tie-
re während des Versuchs. Gegen Versuchsende glich sich der Gewichtverlust der beiden 
Gruppen (Wt und Ko) zwar wieder an, ein Verlust von Caspase-8 scheint allerdings den Darm 
empfindlicher gegenüber entzündlichen Darmkrankheiten zu machen, obwohl die Morphologie 
dieser Tiere zu Versuchsbeginn weitestgehend unauffällig war. Eine Durchführung der DSS-
Colitis würde, betrachtet man die wesentlich stärker gestörte Ausgangsmorphologie in konstitu-
tiven Knockout-Tieren, mit Sicherheit zu wesentlich gravierenderen Unterschieden zwischen 
Wt-Kontrollen und Ko-Tieren führen. Angesicht des ohnehin schon kritischen Zustandes nach 
einem Knockout wäre ein Überleben des Experiments bei diesen Tieren allerdings mehr als 
fraglich. Eine Wiederholung mit mehreren aufeinanderfolgenden Colitis-Induzierungen mit einer 
verringerten DSS-Konzentration könnte allerdings Aufschluss über eventuelle Veränderungen in 
der Regeneration des Darmepithels geben. 
Die Ischämie-Reperfusion, als ebenfalls altbekanntes Tiermodell für oxidativen Stress und nek-
rotische Gewebsschäden (Abe et al., 2009), zeigte ebenfalls vergleichbare Ergebnisse. Tiere 
mit dysfunktionaler Caspase-8 wiesen vermehrte Einblutung und allgemein schwerere histologi-
sche Schädigungen auf. Dies konnte in schweren Fällen bis zur vollständigen epithelialen Ero-
sion führen. Auch hier scheint ein Zusammenhang zwischen dem Verlust von Capase-8 und 
einer stärkeren Disposition für intestinale Entzündung zu bestehen. Ähnlich wie bei der DSS-
Colitis wäre eine Durchführung des Experiments mit der konstitutiven Knockout-Mauslinie nicht 
zweckdienlich, da diese vor Einsetzten der erhöhten Mortalität der Ko-Tiere (vor Tag 17), und 
damit zu einem sehr frühen Zeitpunkt stattfinden müsste. Auch wäre es zumindest fraglich, ob 
die geschwächten Tiere die nötige Narkose überleben würden.  
  
153 Literaturverzeichnis 
5 Literaturverzeichnis 
Abe, Y., Hines, I.N., Zibari, G., Pavlick, K., Gray, L., Kitagawa, Y., Grisham, M.B., 2009. Mouse 
Model of Liver Ischemia and Reperfusion Injury: Method to Study Reactive Oxygen and 
Nitrogen Metabolites in vivo. Free Radic. Biol. Med. 46, 1–7. 
Adler, G., Beglinger, C., Manns, M.P., Müller-Lissner, S., Schmiegel, W., 2000. Klinische Gast-
roenterologie und Stoffwechsel, 1st ed. Springer. 
American Cancer Society [WWW Document], 2013. . Tamoxifen. URL 
http://www.cancer.org/treatment/treatmentsandsideeffects/guidetocancerdrugs/tamoxife
n (accessed 11.25.13). 
American Gastroenterological Association, 2000. American Gastroenterological Association 
medical position statement: Guidelines on intestinal ischemia. Gastroenterology 118, 
951–953. 
Assimakopoulos, S.F., Papageorgiou, I., Charonis, A., 2011. Enterocytes’ tight junctions: From 
molecules to diseases. World J. Gastrointest. Pathophysiol. 2, 123–137. 
Avwioro, G., 2011. Histochemical uses of Haematoxylin - A review. J. Phys. Conf. Ser. 951–
953. 
Ayabe, T., Satchell, D.P., Pesendorfer, P., Tanabe, H., Wilson, C.L., Hagen, S.J., Ouellette, 
A.J., 2002. Activation of Paneth cell alpha-defensins in mouse small intestine. J. Biol. 
Chem. 277, 5219–5228. 
Bader, M., Steller, H., 2009. Regulation of cell death by the ubiquitin-proteasome system. Curr. 
Opin. Cell Biol. 21, 878–884. 
Bainton, D.F., Ullyot, J.L., Farquhar, M.G., 1971. The develpopment of neutrophilic polymor-
phonuclear Leukoytes in human bone marrow. J. Exp. Med. 134, 907–934. 
Bao, Q., Shi, Y., 2007. Apoptosome: a platform for the activation of initiator caspases. Cell 
Death Differ. 14, 56–65. 
Barker, N., Wetering, M. van de, Clevers, H., 2008. The intestinal stem cell. Genes Dev. 22, 
1856–1864. 
Baumgart, D.C., Carding, S.R., 2007. Inflammatory bowel disease: cause and immunobiology. 
Lancet 369, 1627–1640. 
Baumgart, D.C., Sandborn, W.J., 2012. Crohn’s disease. Lancet 1590–1605. 
Beisner, D.R., Ch’en, I.L., Kolla, R.V., Hoffmann, A., Hedrick, S.M., 2005. Cutting edge: innate 
immunity conferred by B cells is regulated by caspase-8. J. Immunol. Baltim. Md 1950 
175, 3469–3473. 
Belle, M.A., 2004. Zuchtdaten zu Körpergewicht, Fruchtbarkeit und Aufzuchtleistung der 
Schleißheimer Mäusestämme zwischen 1990 und 2001 (Text.PhDThesis). lmu. 
Bevins, C.L., Salzman, N.H., 2011. Paneth cells, antimicrobial peptides and maintenance of 
intestinal homeostasis. Nat. Rev. Microbiol. 9, 356–368. 
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool [WWW Document], 2013. URL 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (accessed 11.25.13). 
Bleich, A., 2003. Chronisch entzündliche Darmerkrankungen im Modell der Interleukin-10-
defizienten Maus [Elektronische Ressource] : QTL- und Kandidatengenanalysen / vorge-
legt von André Bleich (Online-Ressource). 
Böcker, W., Denk, H., Heitz, P.U., Moch, H., Höfler, G., Kreipe, H., 2012. Pathologie, 5th ed. 
Urban & Fischer Verlag/Elsevier GmbH. 
Böhm, I., Schild, H., 2003. Apoptosis: the complex scenario for a silent cell death. Mol. Imaging 
Biol. MIB Off. Publ. Acad. Mol. Imaging 5, 2–14. 
Bouillet, P., Strasser, A., 2002. BH3-only proteins - evolutionarily conserved proapoptotic Bcl-2 
family members essential for initiating programmed cell death. J. Cell Sci. 115, 1567–
1574. 
Breckenridge, D.G., 2002. The procaspase-8 isoform, procaspase-8L, recruited to the BAP31 
complex at the endoplasmic reticulum. Proc. Natl. Acad. Sci. 99, 4331–4336. 
Call, L.M., Moore, C.S., Stetten, G., Gearhart, J.D., 2000. A Cre-lox recombination system for 
the targeted integration of circular yeast artificial chromosomes into embryonic stem 
cells. Hum. Mol. Genet. 9, 1745–1751. 
  
154 Literaturverzeichnis 
Caradonna, L., Amati, L., Magrone, T., Pellegrino, N.M., Jirillo, E., Caccavo, D., 2000. Enteric 
bacteria, lipopolysaccharides and related cytokines in inflammatory bowel disease: bio-
logical and clinical significance. J. Endotoxin Res. 6, 205–214. 
Cebra, J.J., 1999. Influences of microbiota on intestinal immune system development. Am. J. 
Clin. Nutr. 69, 1046S–1051S. 
Cereijido, M., Contreras, R.G., Flores-Benítez, D., Flores-Maldonado, C., Larre, I., Ruiz, A., 
Shoshani, L., 2007. New diseases derived or associated with the tight junction. Arch. 
Med. Res. 38, 465–478. 
Chan, F.K.-M., Shisler, J., Bixby, J.G., Felices, M., Zheng, L., Appel, M., Orenstein, J., Moss, B., 
Lenardo, M.J., 2003. A role for tumor necrosis factor receptor-2 and receptor-interacting 
protein in programmed necrosis and antiviral responses. J. Biol. Chem. 278, 51613–
51621. 
Chang, W.W., Leblond, C.P., 1971. Renewal of the epithelium in the descending colon of the 
mouse. I. Presence of three cell populations: vacuolated-columnar, mucous and ar-
gentaffin. Am. J. Anat. 131, 73–99. 
Cho, Y.S., Challa, S., Moquin, D., Genga, R., Ray, T.D., Guildford, M., Chan, F.K.-M., 2009. 
Phosphorylation-driven assembly of the RIP1-RIP3 complex regulates programmed ne-
crosis and virus-induced inflammation. Cell 137, 1112–1123. 
Christofferson, Dana E., Yuan, J., 2010. Cyclophilin A release as a biomarker of necrotic cell 
death. Cell Death Differ. 17, 1942–1943. 
Christofferson, Dana E, Yuan, J., 2010. Necroptosis as an alternative form of programmed cell 
death. Curr. Opin. Cell Biol. 22, 263–268. 
Chu, J.J.H., Ng, M.L., 2003. The mechanism of cell death during West Nile virus infection is de-
pendent on initial infectious dose. J. Gen. Virol. 84, 3305–3314. 
Crawford, E.D., Wells, J.A., 2011. Caspase substrates and cellular remodeling. Annu. Rev. Bio-
chem. 80, 1055–1087. 
Cremer, T., Cremer, C., 2001. Chromosome territories, nuclear architecture and gene regulation 
in mammalian cells. Nat. Rev. Genet. 2, 292–301. 
Crosnier, C., Stamataki, D., Lewis, J., 2006. Organizing cell renewal in the intestine: stem cells, 
signals and combinatorial control. Nat. Rev. Genet. 7, 349–359. 
Dai, C., Krantz, S.B., 1999. Interferon gamma induces upregulation and activation of caspases 
1, 3, and 8 to produce apoptosis in human erythroid progenitor cells. Blood 93, 3309–
3316. 
Dale, T.C., 1998. Signal transduction by the Wnt family of ligands. Biochem. J. 329 ( Pt 2), 209–
223. 
deFazio, A., Leary, J.A., Hedley, D.W., Tattersall, M.H., 1987. Immunohistochemical detection 
of proliferating cells in vivo. J. Histochem. Cytochem. Off. J. Histochem. Soc. 35, 571–
577. 
Degterev, A., Huang, Z., Boyce, M., Li, Y., Jagtap, P., Mizushima, N., Cuny, G.D., Mitchison, 
T.J., Moskowitz, M.A., Yuan, J., 2005. Chemical inhibitor of nonapoptotic cell death with 
therapeutic potential for ischemic brain injury. Nat. Chem. Biol. 1, 112–119. 
Dekaney, C.M., Gulati, A.S., Garrison, A.P., Helmrath, M.A., Henning, S.J., 2009. Regeneration 
of intestinal stem/progenitor cells following doxorubicin treatment of mice. Am. J. Phys-
iol. Gastrointest. Liver Physiol. 297, G461–470. 
Deuring, J.J., de Haar, C., Kuipers, E.J., Peppelenbosch, M.P., van der Woude, C.J., 2013. The 
cell biology of the intestinal epithelium and its relation to inflammatory bowel disease. Int. 
J. Biochem. Cell Biol. 45, 798–806. 
Dignass, A., Lindsay, J.O., Sturm, A., Windsor, A., Colombel, J.-F., Allez, M., D’Haens, G., 
D’Hoore, A., Mantzaris, G., Novacek, G., Oresland, T., Reinisch, W., Sans, M., Stange, 
E., Vermeire, S., Travis, S., Van Assche, G., 2012. Second European evidence-based 
consensus on the diagnosis and management of ulcerative colitis part 2: current man-
agement. J. Crohns Colitis 6, 991–1030. 
Dommels, Y.E.M., Butts, C.A., Zhu, S., Davy, M., Martell, S., Hedderley, D., Barnett, M.P.G., 
McNabb, W.C., Roy, N.C., 2007. Characterization of intestinal inflammation and identifi-
cation of related gene expression changes in mdr1a−/− mice. Genes Nutr. 2, 209–223. 
  
155 Literaturverzeichnis 
Elliott, E.J., 2007. Acute gastroenteritis in children. BMJ 334, 35–40. 
Elmore, S., 2007. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol. Pathol. 35, 495–516. 
Elson, C.O., Sartor, R.B., Tennyson, G.S., Riddell, R.H., 1995. Experimental models of inflam-
matory bowel disease. Gastroenterology 109, 1344–1367. 
Empfehlungen zur Planung und Durchführung von Tierversuchen [WWW Document], 1995. . 
Tierärztl. Ver. URL www.tierschutz-tvt.de/merkblaetter.html (accessed 10.4.11). 
Ensembl genome browser: Mus musculus [WWW Document], 2013. URL 
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Transscript (accessed 1.5.13). 
Faith, J.J., McNulty, N.P., Rey, F.E., Gordon, J.I., 2011. Predicting a human gut microbiota’s 
response to diet in gnotobiotic mice. Science 333, 101–104. 
Favaloro, B., Allocati, N., Graziano, V., Di Ilio, C., De Laurenzi, V., 2012. Role of apoptosis in 
disease. Aging 4, 330–349. 
Fellermann, K., Stange, D.E., Schaeffeler, E., Schmalzl, H., Wehkamp, J., Bevins, C.L., Rei-
nisch, W., Teml, A., Schwab, M., Lichter, P., Radlwimmer, B., Stange, E.F., 2006. A 
chromosome 8 gene-cluster polymorphism with low human beta-defensin 2 gene copy 
number predisposes to Crohn disease of the colon. Am. J. Hum. Genet. 79, 439–448. 
Fiorillo, C., Ponziani, V., Giannini, L., Cecchi, C., Celli, A., Nassi, N., Lanzilao, L., Caporale, R., 
Nassi, P., 2006. Protective effects of the PARP-1 inhibitor PJ34 in hypoxic-reoxygenated 
cardiomyoblasts. Cell. Mol. Life Sci. CMLS 63, 3061–3071. 
Fisher, R.A., 1922. On the Interpretation of X2 from Contingency Tables, and the Calculation of 
P. J. R. Stat. Soc. 85, 87. 
Forchielli, M.L., Walker, W.A., 2005. The role of gut-associated lymphoid tissues and mucosal 
defence. Br. J. Nutr. 93 Suppl 1, S41–48. 
Forster, C., 2008. Tight junctions and the modulation of barrier function in disease. Histochem. 
Cell Biol. 130, 55–70. 
Freimuth, J., 2009. Molecular analysis of the role of caspase-8 during liver regeneration and 
tumorigenesis. RWTH Aachen, Aachen. 
Fries, W., Renda, M.C., Lo Presti, M.A., Raso, A., Orlando, A., Oliva, L., Giofré, M.R., Maggio, 
A., Mattaliano, A., Macaluso, A., Cottone, M., 2005. Intestinal Permeability and Genetic 
Determinants in Patients, First-Degree Relatives, and Controls in a High-Incidence Area 
of Crohn’s Disease in Southern Italy. Am. J. Gastroenterol. 100, 2730–2736. 
Frisch, S.M., 2008. Caspase-8: Fly or Die. Cancer Res. 68, 4491–4493. 
Frixen, U.H., Behrens, J., Sachs, M., Eberle, G., Voss, B., Warda, A., Löchner, D., Birchmeier, 
W., 1991. E-cadherin-mediated cell-cell adhesion prevents invasiveness of human car-
cinoma cells. J. Cell Biol. 113, 173–185. 
Fuchs, D., 2010. Die Rolle der kommensalen Darmflora bei der T. gondii-induzierten Ileitis der 
C57BL/6-Maus. FU-Berlin, Berlin. 
Fuentes-Prior, P., Salvesen, G.S., 2004. The protein structures that shape caspase activity, 
specificity, activation and inhibition. Biochem. J. 384, 201–232. 
Fulda, S., 2009. Caspase-8 in cancer biology and therapy. Cancer Lett. 281, 128–133. 
Fulda, S., Debatin, K.-M., 2006. Extrinsic versus intrinsic apoptosis pathways in anticancer 
chemotherapy. Oncogene 25, 4798–4811. 
Gärtner, K., Militzer, K., Dittrich, L., Röhrs, M., 1998. Zur Bewertung von Schmerzen, Leiden 
und Schäden bei Versuchstieren. 
Gassler, N., Herr, I., Schneider, A., Penzel, R., Langbein, L., Schirmacher, P., Kopitz, J., 2005. 
Impaired expression of acyl-CoA synthetase 5 in sporadic colorectal adenocarcinomas. 
J. Pathol. 207, 295–300. 
Gavrieli, Y., Sherman, Y., Ben-Sasson, S.A., 1992. Identification of programmed cell death in 
situ via specific labeling of nuclear DNA fragmentation. J. Cell Biol. 119, 493–501. 
Gerdes, J., 1988. Determination of the growth fraction by means of immunostainings with mon-
oclonal antibody Ki-67. Acta Histochem. Suppl. 36, 437–446. 
Gibel, W., Wildner, G.P., Lohns, K.H., 1969. Experimentelle Untersuchungen über die hepatoxi-
sche Wirkung von höheren Alkoholen. Z Gastroent 7, 1295–1305. 
Golks, A., Brenner, D., Krammer, P.H., Lavrik, I.N., 2006. The c-FLIP-NH2 terminus (p22-FLIP) 
induces NF-kappaB activation. J. Exp. Med. 203, 1295–1305. 
  
156 Literaturverzeichnis 
González-Mariscal, L., Betanzos, A., Nava, P., Jaramillo, B.E., 2003. Tight junction proteins. 
Prog. Biophys. Mol. Biol. 81, 1–44. 
Gratzner, H.G., Leif, R.C., Ingram, D.J., Castro, A., 1975. The use of antibody specific for bro-
modeoxyuridine for the immunofluorescent determination of DNA replication in single 
cells and chromosomes. Exp. Cell Res. 95, 88–94. 
Grilli, S., 2006. Tamoxifen (TAM): the dispute goes on. Ann. DellIstituto Super. Sanità 42, 170–
173. 
Grootjans, J., Hodin, C.M., de Haan, J.-J., Derikx, J.P.M., Rouschop, K.M.A., Verheyen, F.K., 
van Dam, R.M., Dejong, C.H.C., Buurman, W.A., Lenaerts, K., 2011. Level of activation 
of the unfolded protein response correlates with Paneth cell apoptosis in human small in-
testine exposed to ischemia/reperfusion. Gastroenterology 140, 529–539.e3. 
Gu, H., Marth, J.D., Orban, P.C., Mossmann, H., Rajewsky, K., 1994. Deletion of a DNA poly-
merase beta gene segment in T cells using cell type-specific gene targeting. Science 
265, 103–106. 
Gu, H., Zou, Y.R., Rajewsky, K., 1993. Independent control of immunoglobulin switch recombi-
nation at individual switch regions evidenced through Cre-loxP-mediated gene targeting. 
Cell 73, 1155–1164. 
Guarner, F., Malagelada, J.-R., 2003. Gut flora in health and disease. Lancet 361, 512–519. 
Günther, C., Martini, E., Wittkopf, N., Amann, K., Weigmann, B., Neumann, H., Waldner, M.J., 
Hedrick, S.M., Tenzer, S., Neurath, M.F., Becker, C., 2011. Caspase-8 regulates TNF-α-
induced epithelial necroptosis and terminal ileitis. Nature 477, 335–339. 
GV-SOLAS, 2007. Tiergerechte Haltung von Labormäusen. 
GV-SOLAS, 2010. Empfehlung Schmerztherapie bei Versuchstieren. 
Hall, P.A., Coates, P.J., Ansari, B., Hopwood, D., 1994. Regulation of cell number in the mam-
malian gastrointestinal tract: the importance of apoptosis. J. Cell Sci. 107 ( Pt 12), 3569–
3577. 
Han, J., Sridevi, P., Ramirez, M., Ludwig, K.J., Wang, J.Y.J., 2013. β-Catenin-dependent lyso-
somal targeting of internalized tumor necrosis factor-α suppresses caspase-8 activation 
in apoptosis-resistant colon cancer cells. Mol. Biol. Cell 24, 465–473. 
Hargreaves, K.M., Cohen, S., Berman, L.H., 2011. Cohen’s pathways of the pulp. Mosby Else-
vier, St. Louis, Mo. 
Harrington, H.A., Ho, K.L., Ghosh, S., Tung, K.C., 2008. Construction and analysis of a modular 
model of caspase activation in apoptosis. Theor. Biol. Med. Model. 5, 26. 
Heimesaat, M.M., Bereswill, S., Fischer, A., Fuchs, D., Struck, D., Niebergall, J., Jahn, H.-K., 
Dunay, I.R., Moter, A., Gescher, D.M., Schumann, R.R., Göbel, U.B., Liesenfeld, O., 
2006. Gram-negative bacteria aggravate murine small intestinal Th1-type immuno-
pathology following oral infection with Toxoplasma gondii. J. Immunol. Baltim. Md 1950 
177, 8785–8795. 
Helfer, B., Boswell, B.C., Finlay, D., Cipres, A., Vuori, K., Bong Kang, T., Wallach, D., Dor-
fleutner, A., Lahti, J.M., Flynn, D.C., Frisch, S.M., 2006. Caspase-8 promotes cell motility 
and calpain activity under nonapoptotic conditions. Cancer Res. 66, 4273–4278. 
Henriquez, M., Armisén, R., Stutzin, A., Quest, A.F.G., 2008. Cell death by necrosis, a regulat-
ed way to go. Curr. Mol. Med. 8, 187–206. 
Heyman, M.B., 2006. Lactose Intolerance in Infants, Children, and Adolescents. Pediatrics 118, 
1279–1286. 
Hickey, M.J., Kubes, P., 2009. Intravascular immunity: the host-pathogen encounter in blood 
vessels. Nat. Rev. Immunol. 9, 364–375. 
Higuchi, R., Dollinger, G., Walsh, P.S., Griffith, R., 1992. Simultaneous Amplification and Detec-
tion of Specific DNA Sequences. Nat. Biotechnol. 10, 413–417. 
Hitomi, J., Christofferson, D.E., Ng, A., Yao, J., Degterev, A., Xavier, R.J., Yuan, J., 2008. Iden-
tification of a molecular signaling network that regulates a cellular necrotic cell death 
pathway. Cell 135, 1311–1323. 
Hoffbrand, A.V., 2003. Grundkurs Hämatologie. Georg Thieme Verlag. 
Hoffmann, J.C., Autschbach, F., 2009. Chronisch entzündliche Darmerkrankungen: Handbuch 
für Klinik und Praxis. Thieme, Stuttgart [u.a.]. 
  
157 Literaturverzeichnis 
Idel, C., 2010. Einfluss apoptotischer Zellen auf die Funktionen neurophiler Granulozyten. Uni-
versität Lübeck, Lübeck. 
Irmler, M., Thome, M., Hahne, M., Schneider, P., Hofmann, K., Steiner, V., Bodmer, J.L., Schrö-
ter, M., Burns, K., Mattmann, C., Rimoldi, D., French, L.E., Tschopp, J., 1997. Inhibition 
of death receptor signals by cellular FLIP. Nature 388, 190–195. 
Jacobs, L., Nawrot, T.S., de Geus, B., Meeusen, R., Degraeuwe, B., Bernard, A., Sughis, M., 
Nemery, B., Panis, L.I., 2010. Subclinical responses in healthy cyclists briefly exposed to 
traffic-related air pollution: an intervention study. Environ. Health Glob. Access Sci. 
Source 9, 64. 
Jacobsen, B.A., Fallingborg, J., Rasmussen, H.H., Nielsen, K.R., Drewes, A.M., Puho, E., Niel-
sen, G.L., Sørensen, H.T., 2006. Increase in incidence and prevalence of inflammatory 
bowel disease in northern Denmark: a population-based study, 1978-2002. Eur. J. Gas-
troenterol. Hepatol. 18, 601–606. 
Kanduc, D., Mittelman, A., Serpico, R., Sinigaglia, E., Sinha, A.A., Natale, C., Santacroce, R., Di 
Corcia, M.G., Lucchese, A., Dini, L., Pani, P., Santacroce, S., Simone, S., Bucci, R., 
Farber, E., 2002. Cell death: apoptosis versus necrosis (review). Int. J. Oncol. 21, 165–
170. 
Kang, T.-B., Ben-Moshe, T., Varfolomeev, E.E., Pewzner-Jung, Y., Yogev, N., Jurewicz, A., 
Waisman, A., Brenner, O., Haffner, R., Gustafsson, E., Ramakrishnan, P., Lapidot, T., 
Wallach, D., 2004. Caspase-8 serves both apoptotic and nonapoptotic roles. J. Immunol. 
Baltim. Md 1950 173, 2976–2984. 
Kapoor, V.K., 2011. Large Intestine Anatomy [WWW Document]. URL 
http://emedicine.medscape.com/article/1948929-overview (accessed 12.13.12). 
Kaser, A., Zeissig, S., Blumberg, R.S., 2010. Inflammatory bowel disease. Annu. Rev. Immunol. 
28, 573–621. 
Katahira, J., Sugiyama, H., Inoue, N., Horiguchi, Y., Matsuda, M., Sugimoto, N., 1997. Clostridi-
um perfringens enterotoxin utilizes two structurally related membrane proteins as func-
tional receptors in vivo. J. Biol. Chem. 272, 26652–26658. 
Kataoka, T., Tschopp, J., 2004. N-Terminal Fragment of c-FLIP(L) Processed by Caspase 8 
Specifically Interacts with TRAF2 and Induces Activation of the NF-?B Signaling Path-
way. Mol. Cell. Biol. 24, 2627–2636. 
Keita, A.V., Söderholm, J.D., 2012. Barrier dysfunction and bacterial uptake in the follicle-
associated epithelium of ileal Crohn’s disease. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1258, 125–134. 
Kennedy, R.J., Hoper, M., Deodhar, K., Erwin, P.J., Kirk, S.J., Gardiner, K.R., 2000. Interleukin 
10-deficient colitis: new similarities to human inflammatory bowel disease. Br. J. Surg. 
87, 1346–1351. 
Kerr, J.F., Wyllie, A.H., Currie, A.R., 1972. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-
ranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer 26, 239–257. 
Khan, K.J., Ullman, T.A., Ford, A.C., Abreu, M.T., Abadir, Amir, Abadir, A, Marshall, J.K., Talley, 
N.J., Moayyedi, P., 2011. Antibiotic therapy in inflammatory bowel disease: a systematic 
review and meta-analysis. Am. J. Gastroenterol. 106, 661–673. 
Kihlmark, M., Imreh, G., Hallberg, E., 2001. Sequential degradation of proteins from the nuclear 
envelope during apoptosis. J. Cell Sci. 114, 3643–3653. 
Kornbluth, A., Sachar, D.B., 2004. Ulcerative Colitis Practice Guidelines in Adults (Update): 
American College of Gastroenterology, Practice Parameters Committee. Am. J. Gastro-
enterol. 99, 1371–1385. 
Kroemer, G., El-Deiry, W.S., Golstein, P., Peter, M.E., Vaux, D., Vandenabeele, P., Zhivotov-
sky, B., Blagosklonny, M.V., Malorni, W., Knight, R.A., Piacentini, M., Nagata, S., Melino, 
G., 2005. Classification of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee 
on Cell Death. Cell Death Differ. 12, 1463–1467. 
Kucharzik, T., Walsh, S.V., Chen, J., Parkos, C.A., Nusrat, A., 2001. Neutrophil transmigration 
in inflammatory bowel disease is associated with differential expression of epithelial in-
tercellular junction proteins. Am. J. Pathol. 159, 2001–2009. 
  
158 Literaturverzeichnis 
Labat-Moleur, F., Guillermet, C., Lorimier, P., Robert, C., Lantuejoul, S., Brambilla, E., Ne-
goescu, A., 1998. TUNEL apoptotic cell detection in tissue sections: critical evaluation 
and improvement. J. Histochem. Cytochem. Off. J. Histochem. Soc. 46, 327–334. 
Lamkanfi, M., Festjens, N., Declercq, W., Vanden Berghe, T., Vandenabeele, P., 2007. Caspa-
ses in cell survival, proliferation and differentiation. Cell Death Differ. 14, 44–55. 
Lanier, T.L., Berger, E.K., Eacho, P.I., 1989. Comparison of 5-bromo-2-deoxyuridine and 
[3H]thymidine for studies of hepatocellular proliferation in rodents. Carcinogenesis 10, 
1341–1343. 
Laroui, H., Ingersoll, S.A., Liu, H.C., Baker, M.T., Ayyadurai, S., Charania, M.A., Laroui, F., Yan, 
Y., Sitaraman, S.V., Merlin, D., 2012. Dextran Sodium Sulfate (DSS) Induces Colitis in 
Mice by Forming Nano-Lipocomplexes with Medium-Chain-Length Fatty Acids in the Co-
lon. PLoS ONE 7, e32084. 
LeBlanc, P.M., Saleh, M., 2001. Caspases in Inflammation and Immunity, in: eLS. John Wiley & 
Sons, Ltd. 
Leighton, J.A., Shen, B., Baron, T.H., Adler, D.G., Davila, R., Egan, J.V., Faigel, D.O., Gan, S.-
I., Hirota, W.K., Lichtenstein, D., Qureshi, W.A., Rajan, E., Zuckerman, M.J., VanGuilder, 
T., Fanelli, R.D., Standards of Practice Committee, American Society for Gastrointestinal 
Endoscopy, 2006. ASGE guideline: endoscopy in the diagnosis and treatment of in-
flammatory bowel disease. Gastrointest. Endosc. 63, 558–565. 
Leite, M., Quinta-Costa, M., Leite, P.S., Guimarães, J.E., 1999. Critical evaluation of techniques 
to detect and measure cell death – study in a model of UV radiation of the leukaemic cell 
line HL60. Anal. Cell. Pathol. 19, 139–151. 
Lenardo, M.J., Angleman, S.B., Bounkeua, V., Dimas, J., Duvall, M.G., Graubard, M.B., Hor-
nung, F., Selkirk, M.C., Speirs, C.K., Trageser, C., Orenstein, J.O., Bolton, D.L., 2002. 
Cytopathic killing of peripheral blood CD4(+) T lymphocytes by human immunodeficien-
cy virus type 1 appears necrotic rather than apoptotic and does not require env. J. Virol. 
76, 5082–5093. 
LEUCOGNOST® NASDCL [WWW Document], 2012. URL 
http://www.merckmillipore.com/germany/chemicals/leucognost-nasdcl/MDA_CHEM-
116198/p_wlOb.s1LQNAAAAEWa.EfVhTl (accessed 11.23.12). 
Li, J., Yuan, J., 2008. Caspases in apoptosis and beyond. Oncogene 27, 6194–6206. 
Li, P., Nijhawan, D., Wang, X., 2004. Mitochondrial activation of apoptosis. Cell 116, S57–59, 2 
p following S59. 
Liedtke, C., Bangen, J.-M., Freimuth, J., Beraza, N., Lambertz, D., Cubero, F.J., Hatting, M., 
Karlmark, K.R., Streetz, K.L., Krombach, G.A., Tacke, F., Gassler, N., Riethmacher, D., 
Trautwein, C., 2011. Loss of caspase-8 protects mice against inflammation-related 
hepatocarcinogenesis but induces non-apoptotic liver injury. Gastroenterology 141, 
2176–2187. 
Logan, C.Y., Nusse, R., 2004. The Wnt signaling pathway in development and disease. Annu. 
Rev. Cell Dev. Biol. 20, 781–810. 
Lu, J., Wang, A., Ansari, S., Hershberg, R.M., McKay, D.M., 2003. Colonic bacterial superanti-
gens evoke an inflammatory response and exaggerate disease in mice recovering from 
colitis. Gastroenterology 125, 1785–1795. 
Lüllmann-Rauch, R., 2012. Taschenlehrbuch Histologie. Thieme, Stuttgart; New York, NY. 
Madison, B.B., Dunbar, L., Qiao, X.T., Braunstein, K., Braunstein, E., Gumucio, D.L., 2002. Cis 
elements of the villin gene control expression in restricted domains of the vertical (crypt) 
and horizontal (duodenum, cecum) axes of the intestine. J. Biol. Chem. 277, 33275–
33283. 
Mann, H.B., Whitney, D.R., 1947. On a Test of Whether one of Two Random Variables is Sto-
chastically Larger than the Other. Ann. Math. Statist 18, 50–60. 
Marks, D.J.B., Rahman, F.Z., Sewell, G.W., Segal, A.W., 2010. Crohn’s disease: an immune 
deficiency state. Clin. Rev. Allergy Immunol. 38, 20–31. 
Marshman, E., Booth, C., Potten, C.S., 2002. The intestinal epithelial stem cell. BioEssays 
News Rev. Mol. Cell. Dev. Biol. 24, 91–98. 
  
159 Literaturverzeichnis 
Marteau, P., Lepage, P., Mangin, I., Suau, A., Doré, J., Pochart, P., Seksik, P., 2004. Review 
article: gut flora and inflammatory bowel disease. Aliment. Pharmacol. Ther. 20 Suppl 4, 
18–23. 
Martinon, F., Gaide, O., Pétrilli, V., Mayor, A., Tschopp, J., 2007. NALP inflammasomes: a cen-
tral role in innate immunity. Semin. Immunopathol. 29, 213–229. 
Martinon, F., Tschopp, J., 2004. Inflammatory caspases: linking an intracellular innate immune 
system to autoinflammatory diseases. Cell 117, 561–574. 
Masuda, K., Nakamura, K., Yoshioka, S., Fukaya, R., Sakai, N., Ayabe, T., 2011. Regulation of 
microbiota by antimicrobial peptides in the gut. Adv. Otorhinolaryngol. 72, 97–99. 
Matsuda, M., Kubo, A., Furuse, M., Tsukita, S., 2004. A peculiar internalization of claudins, tight 
junction-specific adhesion molecules, during the intercellular movement of epithelial 
cells. J. Cell Sci. 117, 1247–1257. 
McClane, B.A., 2001. The complex interactions between Clostridium perfringens enterotoxin 
and epithelial tight junctions. Toxicon Off. J. Int. Soc. Toxinology 39, 1781–1791. 
McGavin, M.D., Zachary, J.F., 2009. Pathologie der Haustiere. Elsevier, Urban & Fischer, 
München. 
McKenna, K., Beignon, A.-S., Bhardwaj, N., 2005. Plasmacytoid Dendritic Cells: Linking Innate 
and Adaptive Immunity. J. Virol. 79, 17–27. 
Mehmeti, I., Gurgul-Convey, E., Lenzen, S., Lortz, S., 2011. Induction of the intrinsic apoptosis 
pathway in insulin-secreting cells is dependent on oxidative damage of mitochondria but 
independent of caspase-12 activation. Biochim. Biophys. Acta BBA - Mol. Cell Res. 
1813, 1827–1835. 
Merkle, H., Klein, B., Rupez, R., Schmid, M., Liptay, S., 2006. Conditional inactivation of Ikba in 
intestinal epithelial cells induces development of secondary lymphoid organs. J. Ped. 
Gastro. Nut 42, 58–59. 
Milam, S.L., Nicely, N.I., Feeney, B., Mattos, C., Clark, A.C., 2007. Rapid folding and unfolding 
of Apaf-1 CARD. J. Mol. Biol. 369, 290–304. 
Milatz, S., Krug, S.M., Rosenthal, R., Günzel, D., Müller, D., Schulzke, J.-D., Amasheh, S., 
Fromm, M., 2010. Claudin-3 acts as a sealing component of the tight junction for ions of 
either charge and uncharged solutes. Biochim. Biophys. Acta 1798, 2048–2057. 
Mills, K.R., Reginato, M., Debnath, J., Queenan, B., Brugge, J.S., 2004. Tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is required for induction of autophagy during 
lumen formation in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 3438–3443. 
Miyamoto, T., Morita, K., Takemoto, D., Takeuchi, K., Kitano, Y., Miyakawa, T., Nakayama, K., 
Okamura, Y., Sasaki, H., Miyachi, Y., Furuse, M., Tsukita, S., 2005. Tight junctions in 
Schwann cells of peripheral myelinated axons. J. Cell Biol. 169, 527–538. 
Mizoguchi, A., 2012. Animal models of inflammatory bowel disease. Prog. Mol. Biol. Transl. Sci. 
105, 263–320. 
Mizoguchi, A., Mizoguchi, E., 2010. Animal models of IBD: linkage to human disease. Curr. 
Opin. Pharmacol. 10, 578–587. 
MPI Koeln [WWW Document], 2009. . Histologie. URL http://www.nf.mpg.de/index.php?id=76 
(accessed 11.25.13). 
Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G., Erlich, H., 1986. Specific enzymatic ampli-
fication of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harb. Symp. Quant. 
Biol. 51 Pt 1, 263–273. 
Muzio, M., Chinnaiyan, A.M., Kischkel, F.C., O’Rourke, K., Shevchenko, A., Ni, J., Scaffidi, C., 
Bretz, J.D., Zhang, M., Gentz, R., Mann, M., Krammer, P.H., Peter, M.E., Dixit, V.M., 
1996. FLICE, a novel FADD-homologous ICE/CED-3-like protease, is recruited to the 
CD95 (Fas/APO-1) death--inducing signaling complex. Cell 85, 817–827. 
Nagata, S., 2000. Apoptotic DNA fragmentation. Exp. Cell Res. 256, 12–18. 
Nakajima, T., Shearer, T.R., Azuma, M., 2011. Involvement of calpain 2 in ionomycin-induced 
cell death in cultured mouse lens epithelial cells. Curr. Eye Res. 36, 930–936. 
National Research Council, 2009. Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals. 
National Academies Press. 
  
160 Literaturverzeichnis 
Nitta, T., Hata, M., Gotoh, S., Seo, Y., Sasaki, H., Hashimoto, N., Furuse, M., Tsukita, S., 2003. 
Size-selective loosening of the blood-brain barrier in claudin-5-deficient mice. J. Cell Bi-
ol. 161, 653–660. 
Okada, H., Kuhn, C., Feillet, H., Bach, J.-F., 2010. The “hygiene hypothesis” for autoimmune 
and allergic diseases: an update. Clin. Exp. Immunol. 160, 1–9. 
Okayasu, I., Hatakeyama, S., Yamada, M., Ohkusa, T., Inagaki, Y., Nakaya, R., 1990. A novel 
method in the induction of reliable experimental acute and chronic ulcerative colitis in 
mice. Gastroenterology 98, 694–702. 
Peri, P., Nuutila, K., Vuorinen, T., Saukko, P., Hukkanen, V., 2011. Cathepsins are involved in 
virus-induced cell death in ICP4 and Us3 deletion mutant herpes simplex virus type 1-
infected monocytic cells. J. Gen. Virol. 92, 173–180. 
Perše, M., E, M., Cerar, A., 2012. Dextran Sodium Sulphate Colitis Mouse Model: Traps and 
Tricks. BioMed Res. Int. 2012. 
Pfaffl, M., W., 2004. Real-time RT-PCR: Neue Ansätze zur exakten mRNA Quantifizierung. Bio-
spektrum 1, 92–95. 
Pfaffl, M.W., Horgan, G.W., Dempfle, L., 2002. Relative expression software tool (REST) for 
group-wise comparison and statistical analysis of relative expression results in real-time 
PCR. Nucleic Acids Res. 30, e36. 
Porter, E.M., Bevins, C.L., Ghosh, D., Ganz, T., 2002. The multifaceted Paneth cell. Cell. Mol. 
Life Sci. CMLS 59, 156–170. 
Potten, C.S., 1995. Radiation and Gut, 2nd ed. Elsevier, Urban & Fischer. 
Potten, C.S., Kellett, M., Roberts, S.A., Rew, D.A., Wilson, G.D., 1992. Measurement of in vivo 
proliferation in human colorectal mucosa using bromodeoxyuridine. Gut 33, 71–78. 
Proskuryakov, S.Y., Konoplyannikov, A.G., Gabai, V.L., 2003. Necrosis: a specific form of pro-
grammed cell death? Exp. Cell Res. 283, 1–16. 
Pschyrembel, W., 2012. Pschyrembel Klinisches Wörterbuch. De Gruyter, Berlin [u.a.]. 
Qin, Z.H., Wang, Y., Kikly, K.K., Sapp, E., Kegel, K.B., Aronin, N., DiFiglia, M., 2001. Pro-
caspase-8 is predominantly localized in mitochondria and released into cytoplasm upon 
apoptotic stimulation. J. Biol. Chem. 276, 8079–8086. 
Qualls, J.E., Kaplan, A.M., van Rooijen, N., Cohen, D.A., 2006. Suppression of experimental 
colitis by intestinal mononuclear phagocytes. J. Leukoc. Biol. 80, 802–815. 
Quigley, E.M.M., Locke, G.R., Mueller-Lissner, S., Paulo, L.G., Tytgat, G.N., Helfrich, I., 
Schaefer, E., 2006. Prevalence and management of abdominal cramping and pain: a 
multinational survey. Aliment. Pharmacol. Ther. 24, 411–419. 
Radtke, F., Clevers, H., 2005. Self-renewal and cancer of the gut: two sides of a coin. Science 
307, 1904–1909. 
Rauch, E., 2005. Lehrbuch der Diagnostik und Therapie nach F.X. Mayr: Kriterien des Krank-
heitsvorfeldes, der Gesundheit und Krankheit. Haug, Stuttgart. 
Reed, J.C., Doctor, K.S., Godzik, A., 2004. The domains of apoptosis: a genomics perspective. 
Sci. STKE Signal Transduct. Knowl. Environ. 2004, re9. 
Renart, J., Reiser, J., Stark, G.R., 1979. Transfer of proteins from gels to diazobenzyloxymethyl-
paper and detection with antisera: a method for studying antibody specificity and antigen 
structure. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 76, 3116–3120. 
Rescigno, M., 2008. The pathogenic role of intestinal flora in IBD and colon cancer. Curr. Drug 
Targets 9, 395–403. 
Richter, C., 2007. Aufklärung der Struktur-Wirkungsbeziehungen von CpG-A- und CpG-C-
Oligodesoxynukleotiden als Grundlage für die Entwicklung immunstimulatorischer Na-
nopartikel. GRIN Verlag. 
Ross, M.H., Pawlina, W., 2011. Histology: A Text and Atlas:6th revised international ed: With 
Correlated Cell and Molecular Biology. Lippincott williams and wilkins, Philadelphia. 
Rousset, H., 2004. [A great imitator for the allergologist: intolerance to gluten]. Eur. Ann. Allergy 
Clin. Immunol. 36, 96–100. 
Salminen, S., Bouley, C., Boutron-Ruault, M.C., Cummings, J.H., Franck, A., Gibson, G.R., Iso-
lauri, E., Moreau, M.C., Roberfroid, M., Rowland, I., 1998. Functional food science and 
gastrointestinal physiology and function. Br. J. Nutr. 80 Suppl 1, S147–171. 
  
161 Literaturverzeichnis 
Salomon, F.-V., Achilles, W., 2008. Anatomie für die Tiermedizin. Enke, Stuttgart. 
Sanchez, A., 2012. Anatomy of the small intestine [WWW Document]. URL 
http://ucsf.edu/lm/ids_106_lowergi/lower%20gi/mainpages/smallintestine.htm (accessed 
11.24.12). 
Sancho, E., Batlle, E., Clevers, H., 2003. Live and let die in the intestinal epithelium. Curr. Opin. 
Cell Biol. 15, 763–770. 
Sartor, R.B., 2003. Targeting enteric bacteria in treatment of inflammatory bowel diseases: why, 
how, and when. Curr. Opin. Gastroenterol. 19, 358–365. 
Sauer, B., Henderson, N., 1988. Site-specific DNA recombination in mammalian cells by the 
Cre recombinase of bacteriophage P1. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 85, 5166–5170. 
Savill, J., Fadok, V., 2000. Corpse clearance defines the meaning of cell death. Nature 407, 
784–788. 
Schägger, H., von Jagow, G., 1987. Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa. Anal. Biochem. 
166, 368–379. 
Schonhoff, S.E., Giel-Moloney, M., Leiter, A.B., 2004. Minireview: Development and differentia-
tion of gut endocrine cells. Endocrinology 145, 2639–2644. 
Schulte, R., 2012. Der murine Intestinaltrackt [WWW Document]. URL http://www.mikroskopie-
forum.de/index.php?topic=9452 (accessed 11.23.12). 
Schwarze, E., Michel, G., Schröder, L., 1962. Kompendum der Veterinär-Anatomie. 
Sears, C.L., 2005. A dynamic partnership: Celebrating our gut flora. Anaerobe 11, 247–251. 
Segal, A.W., 2005. How neutrophils kill microbes. Annu. Rev. Immunol. 23, 197–223. 
Shi, Y., 2004. Caspase activation: revisiting the induced proximity model. Cell 117, 855–858. 
Silverberg, M.S., Daly, M.J., Moskovitz, D.N., Rioux, J.D., McLeod, R.S., Cohen, Z., Greenberg, 
G.R., Hudson, T.J., Siminovitch, K.A., Steinhart, A.H., 2001. Diagnostic misclassification 
reduces the ability to detect linkage in inflammatory bowel disease genetic studies. Gut 
49, 773–776. 
Strober, W., Fuss, I., Mannon, P., 2007. The fundamental basis of inflammatory bowel disease. 
J. Clin. Invest. 117, 514–521. 
Su, A.I., Wiltshire, T., Batalov, S., Lapp, H., Ching, K.A., Block, D., Zhang, J., Soden, R., 
Hayakawa, M., Kreiman, G., Cooke, M.P., Walker, J.R., Hogenesch, J.B., 2004. A gene 
atlas of the mouse and human protein-encoding transcriptomes. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U. S. A. 101, 6062–6067. 
Suetsugu, A., Honma, K., Saji, S., Moriwaki, H., Ochiya, T., Hoffman, R.M., 2013. Imaging exo-
some transfer from breast cancer cells to stroma at metastatic sites in orthotopic nude-
mouse models. Adv. Drug Deliv. Rev. 65, 383–390. 
SYBR® Green Datenblatt (Sigma Aldrich) [WWW Document], 2012. URL 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s9430?lang=en&region= (accessed 
11.23.12). 
Szajewska, H., Dziechciarz, P., 2010. Gastrointestinal infections in the pediatric population. 
Curr. Opin. Gastroenterol. 26, 36–44. 
Takeichi, M., 1991. Cadherin cell adhesion receptors as a morphogenetic regulator. Science 
251, 1451–1455. 
Takeuchi, O., Akira, S., 2010. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell 140, 805–
820. 
Tanabe, H., Ayabe, T., Maemoto, A., Ishikawa, C., Inaba, Y., Sato, R., Moriichi, K., Okamoto, 
K., Watari, J., Kono, T., Ashida, T., Kohgo, Y., 2007. Denatured human α-defensin at-
tenuates the bactericidal activity and the stability against enzymatic digestion. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 358, 349–355. 
TANTIGEN: Tumor T-cell Antigen Database [WWW Document], 2009. URL 
http://cvc.dfci.harvard.edu/tadb/index.html (accessed 4.25.13). 
Taoufik, E., Valable, S., Müller, G.J., Roberts, M.L., Divoux, D., Tinel, A., Voulgari-Kokota, A., 
Tseveleki, V., Altruda, F., Lassmann, H., Petit, E., Probert, L., 2007. FLIP(L) protects 
neurons against in vivo ischemia and in vitro glucose deprivation-induced cell death. J. 
Neurosci. Off. J. Soc. Neurosci. 27, 6633–6646. 
  
162 Literaturverzeichnis 
Technical Tip: Primer-Design (Roche) [WWW Document], 2009. URL http:\\www.roche-applied-
science.com/sis/amplification (accessed 6.21.11). 
Ten Haaf, A., 2010. Expressionsanalyse und funktionelle Expessionsanalyse potentieller Bio-
marker des humanen Mamakarzinoms in vitro und in einem SFRP1-Knockout Mausmo-
dell,. RWTH Aachen, Aachen. 
Tezel, G., Yang, X., 2004. Caspase-independent component of retinal ganglion cell death, in 
vitro. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 45, 4049–4059. 
UniProt; Protein knowlegebase [WWW Document], 2013. URL http://www.uniprot.org/ (ac-
cessed 1.5.13). 
Upton, J.W., Kaiser, W.J., Mocarski, E.S., 2010. Virus inhibition of RIP3-dependent necrosis. 
Cell Host Microbe 7, 302–313. 
Utech, M., Mennigen, R., Bruewer, M., 2010. Endocytosis and Recycling of Tight Junction Pro-
teins in Inflammation. J. Biomed. Biotechnol. 2010. 
Van Cruchten, S., Van Den Broeck, W., 2002. Morphological and biochemical aspects of apop-
tosis, oncosis and necrosis. Anat. Histol. Embryol. 31, 214–223. 
Vanden Berghe, T., Vanlangenakker, N., Parthoens, E., Deckers, W., Devos, M., Festjens, N., 
Guerin, C.J., Brunk, U.T., Declercq, W., Vandenabeele, P., 2010. Necroptosis, necrosis 
and secondary necrosis converge on similar cellular disintegration features. Cell Death 
Differ. 17, 922–930. 
Vandenabeele, P., Declercq, W., Van Herreweghe, F., Vanden Berghe, T., 2010a. The role of 
the kinases RIP1 and RIP3 in TNF-induced necrosis. Sci. Signal. 3, re4. 
Vandenabeele, P., Galluzzi, L., Berghe, T.V., Kroemer, G., 2010b. Molecular mechanisms of 
necroptosis: an ordered cellular explosion. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 11, 700–714. 
Vanlangenakker, N., Vanden Berghe, T., Krysko, D.V., Festjens, N., Vandenabeele, P., 2008. 
Molecular mechanisms and pathophysiology of necrotic cell death. Curr. Mol. Med. 8, 
207–220. 
Vanlangenakker, N., Vanden Berghe, T., Vandenabeele, P., 2012. Many stimuli pull the necrotic 
trigger, an overview. Cell Death Differ. 19, 75–86. 
Varfolomeev, E.E., Schuchmann, M., Luria, V., Chiannilkulchai, N., Beckmann, J.S., Mett, I.L., 
Rebrikov, D., Brodianski, V.M., Kemper, O.C., Kollet, O., Lapidot, T., Soffer, D., Sobe, 
T., Avraham, K.B., Goncharov, T., Holtmann, H., Lonai, P., Wallach, D., 1998. Targeted 
disruption of the mouse Caspase 8 gene ablates cell death induction by the TNF recep-
tors, Fas/Apo1, and DR3 and is lethal prenatally. Immunity 9, 267–276. 
Vercammen, D., Beyaert, R., Denecker, G., Goossens, V., Van Loo, G., Declercq, W., Grooten, 
J., Fiers, W., Vandenabeele, P., 1998. Inhibition of caspases increases the sensitivity of 
L929 cells to necrosis mediated by tumor necrosis factor. 
Vogan, K., 2012. Intestinal stem cell interconversion. Nat. Genet. 44, 15–15. 
Wehkamp, J., Koslowski, M., Wang, G., Stange, E.F., 2008. Barrier dysfunction due to distinct 
defensin deficiencies in small intestinal and colonic Crohn’s disease. Mucosal Immunol. 
1 Suppl 1, S67–74. 
Wehkamp, J., Salzman, N.H., Porter, E., Nuding, S., Weichenthal, M., Petras, R.E., Shen, B., 
Schaeffeler, E., Schwab, M., Linzmeier, R., Feathers, R.W., Chu, H., Lima, H., Jr, Fell-
ermann, K., Ganz, T., Stange, E.F., Bevins, C.L., 2005. Reduced Paneth cell alpha-
defensins in ileal Crohn’s disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 102, 18129–18134. 
Wehkamp, J., Stange, E.F., Fellermann, K., 2009. Defensin-immunology in inflammatory bowel 
disease. Gastroentérologie Clin. Biol. 33 Suppl 3, S137–144. 
Weiser, M.M., 1973. Intestinal Epithelial Cell Surface Membrane Glycoprotein Synthesis I. An 
indicator of cellular differentiation. J. Biol. Chem. 248, 2536–2541. 
Wirtz, S., Neufert, C., Weigmann, B., Neurath, M.F., 2007. Chemically induced mouse models 
of intestinal inflammation. Nat. Protoc. 2, 541–546. 
Witko-Sarsat, V., Rieu, P., Descamps-Latscha, B., Lesavre, P., Halbwachs-Mecarelli, L., 2000. 
Neutrophils: Molecules, Functions and Pathophysiological Aspects. Lab. Invest. 80, 
617–653. 
Wolburg, H., Wolburg-Buchholz, K., Kraus, J., Rascher-Eggstein, G., Liebner, S., Hamm, S., 
Duffner, F., Grote, E.-H., Risau, W., Engelhardt, B., 2003. Localization of claudin-3 in 
  
163 Literaturverzeichnis 
tight junctions of the blood-brain barrier is selectively lost during experimental autoim-
mune encephalomyelitis and human glioblastoma multiforme. Acta Neuropathol. (Berl.) 
105, 586–592. 
Wong, R.S.Y., 2011. Apoptosis in cancer: from pathogenesis to treatment. J. Exp. Clin. Cancer 
Res. CR 30, 87. 
Wynne, A., McCartney, A., Brostoff, J., Hudspith, B., Gibson, G., 2004. An in vitro assessment 
of the effects of broad-spectrum antibiotics on the human gut microflora and concomitant 
isolation of a Lactobacillus plantarum with anti-Candida activities. Anaerobe 10, 165–
169. 
Xiao, G.H., Shoarinejad, F., Jin, F., Golemis, E.A., Yeung, R.S., 1997. The tuberous sclerosis 2 
gene product, tuberin, functions as a Rab5 GTPase activating protein (GAP) in modulat-
ing endocytosis. J. Biol. Chem. 272, 6097–6100. 
Yazdanpanah, B., Wiegmann, K., Tchikov, V., Krut, O., Pongratz, C., Schramm, M., Kleinrid-
ders, A., Wunderlich, T., Kashkar, H., Utermöhlen, O., Brüning, J.C., Schütze, S., Krön-
ke, M., 2009. Riboflavin kinase couples TNF receptor 1 to NADPH oxidase. Nature 460, 
1159–1163. 
Yen, T.-H., Wright, N.A., 2006. The gastrointestinal tract stem cell niche. Stem Cell Rev. 2, 203–
212. 
Yu, S.-W., Wang, H., Poitras, M.F., Coombs, C., Bowers, W.J., Federoff, H.J., Poirier, G.G., 
Dawson, T.M., Dawson, V.L., 2002. Mediation of poly(ADP-ribose) polymerase-1-
dependent cell death by apoptosis-inducing factor. Science 297, 259–263. 
Zeissig, S., Burgel, N., Gunzel, D., Richter, J., Mankertz, J., Wahnschaffe, U., Kroesen, A.J., 
Zeitz, M., Fromm, M., Schulzke, J.-D., 2007. Changes in expression and distribution of 
claudin 2, 5 and 8 lead to discontinuous tight junctions and barrier dysfunction in active 
Crohn’s disease. Gut 56, 61–72. 
Zheng, J.-Y., Yu, D., Foroohar, M., Ko, E., Chan, J., Kim, N., Chiu, R., Pang, S., 2003. Regula-
tion of the expression of the prostate-specific antigen by claudin-7. J. Membr. Biol. 194, 
187–197. 
 
  
  
164 Abbildungsverzeichnis 
6 Abbildungsverzeichnis 
 
Abbildung 1-1: Übersicht Verdauungssystem Maus. .................................................................. 2 
Abbildung 1-2: Aufbau der Dünndarmwand. ............................................................................... 3 
Abbildung 1-3: Zellregeneration im Dünndarmepithel. ................................................................ 6 
Abbildung 1-4: Morphologische Veränderungen nekrotischer Zellen. ....................................... 10 
Abbildung 1-5: Morphologische Veränderungen apoptotischer Zellen. ..................................... 12 
Abbildung 1-6: Intrinsischer Apoptoseweg. ............................................................................... 13 
Abbildung 1-7: Extrinsischer Apoptoseweg. .............................................................................. 14 
Abbildung 1-8: Nekrotischer Apoptoseweg. .............................................................................. 16 
Abbildung 1-9: Initiator- und Effektorcaspasen in Säugetieren. ................................................. 18 
Abbildung 1-10: Tiermodell für CED´s. ..................................................................................... 20 
Abbildung 1-11: Kreuzungsschema. ......................................................................................... 22 
Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Darmpräparation: .............................................. 48 
Abbildung 2-2: Darstellung der Weiser Methode. ...................................................................... 49 
Abbildung 2-3: Ischämie-Reperfusion. ...................................................................................... 52 
Abbildung 2-4: Produktlängen der Genotypisierungs-PCRs ..................................................... 61 
Abbildung 2-5: Produktlängen der Genotypisierungs-PCRs nach Tamoxifeninduktion ............. 62 
Abbildung 3-1: Validierung auf DNA-Ebene (konditionaler Ko). ................................................ 74 
Abbildung 3-2: Validierung auf Protein-Ebene (konditionaler Ko). ............................................ 75 
Abbildung 3-3: Effektivität des Knockouts. ................................................................................ 76 
Abbildung 3-4: Validierung der Ko-Induktion durch Tamoxifen auf DNA-Ebene. ....................... 77 
Abbildung 3-5: Validierung der Ko-Induktion durch Tamoxifen auf Proteinebene. ..................... 78 
Abbildung 3-6: Effektivität des Knockouts. ................................................................................ 80 
Abbildung 3-7: Nachkommen pro Wurf und Verteilung der Genotypen im konditionalen 
Knockout. ................................................................................................................................. 82 
Abbildung 3-8: Verteilung der Genotypen in der konditionalen Mauslinie. ................................ 83 
Abbildung 3-9: Oberflächliche Phänotypisierung des konditionalen Knockouts. ....................... 85 
Abbildung 3-10: Gewichtsunterschiede bei Casp8cre+ ko/ko-Tieren. ............................................. 86 
Abbildung 3-11: Verhaltensauffälligkeiten bei Casp8cre+ ko/ko-Tieren: ................................... 87 
Abbildung 3-12: Überlebensrate von Casp8cre+ ko/ko-Tieren. ....................................................... 88 
Abbildung 3-13: Villin Expression. ............................................................................................ 89 
Abbildung 3-14: Übersicht Morphologie der konstitutiven Mauslinie. ........................................ 90 
Abbildung 3-15: Detailaufnahmen des intestinalen Phänotyps. ................................................ 91 
Abbildung 3-16: Übersicht Morphologie der konditionalen Mauslinie. ....................................... 92 
Abbildung 3-17: Übersicht Morphologie der konditionalen Mauslinie. ....................................... 93 
Abbildung 3-18: Kondensierte Zellkerne beim konstitutiven Ko-Tier. ........................................ 95 
Abbildung 3-19: Auszählung kondensierter Zellkerne im konstitutiven Ko-Tier. ........................ 96 
Abbildung 3-20: Kondensierte Zellkerne beim konditionalen Ko-Tier. ....................................... 97 
Abbildung 3-21: Auszählung kondensierter Zellkerne im konditionalen Ko-Tier. ....................... 98 
Abbildung 3-22: TUNEL-Färbung an Frischgewebe. ................................................................ 99 
Abbildung 3-23: Sequenzielle HE- und TUNEL-Färbung. ....................................................... 100 
Abbildung 3-24: TUNEL-Färbung an Kryogewebe. ................................................................. 101 
Abbildung 3-25: Verlust von Paneth-Zellen im konstitutiven Ko. ............................................. 102 
Abbildung 3-26: Verlust von Paneth-Zellen. ............................................................................ 103 
Abbildung 3-27: Verlust von Paneth-Zellen im konditionalen Ko. ............................................ 104 
Abbildung 3-28: Invasion neutrophiler Granulozyten. ............................................................. 106 
  
165 Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 3-29: TEM- Aufnahme einer absterbenden Kryptenzelle. ....................................... 108 
Abbildung 3-30: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Kryptenregion. .......................... 109 
Abbildung 3-31: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Zottenregion. ............................ 111 
Abbildung 3-32: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Kryptenregion. .......................... 112 
Abbildung 3-33: Elektronenmikroskopische Betrachtung der Zottenregion bei Caspase-8 
Verlust. ................................................................................................................................... 113 
Abbildung 3-34: Histologie-Score. .......................................................................................... 114 
Abbildung 3-35: Histologie-Score. .......................................................................................... 115 
Abbildung 3-36: DSS-Colitis. .................................................................................................. 117 
Abbildung 3-37: Ischämie-Reperfusion. .................................................................................. 119 
Abbildung 3-38: Claudin-3 Expression. ................................................................................... 121 
Abbildung 3-39: Claudin-7 Expression. ................................................................................... 122 
Abbildung 3-40: Internalisierte TJ-Moleküle. ........................................................................... 123 
Abbildung 3-41: E-Cadherin Expression. ................................................................................ 124 
Abbildung 3-42: IHC-Färbung aktive Casp-3. ......................................................................... 125 
Abbildung 3-43: IHC-Färbung aktive Casp-3 konditionale Mauslinie....................................... 126 
Abbildung 3-44: relative Genexpression Trail und IKBα. ......................................................... 127 
Abbildung 3-45: Sequentieller Verdau des Dünndarmepithels. ............................................... 128 
Abbildung 4-1: Beteiligte Pathways. ....................................................................................... 150 
 
  
  
166 Abbildungsverzeichnis 
7 Tabellenverzeichnis 
 
Tabelle 2-1: 0,3% Guanidin-Hydrochlorid ................................................................................. 29 
Tabelle 2-2: 2x LSB .................................................................................................................. 29 
Tabelle 2-3: 3% Glutaraldehyd-Puffer ....................................................................................... 29 
Tabelle 2-4: 4% PFA in 1%PBS ............................................................................................... 30 
Tabelle 2-5: 10x LE-Puffer ........................................................................................................ 30 
Tabelle 2-6: 10x PBS-Puffer ..................................................................................................... 30 
Tabelle 2-7: 10xTBE-Puffer ...................................................................................................... 30 
Tabelle 2-8: 20x SSC-Puffer ..................................................................................................... 31 
Tabelle 2-9: Annodenpuffer I .................................................................................................... 31 
Tabelle 2-10: Annodenpuffer II ................................................................................................. 31 
Tabelle 2-11: Bouin´s-Lsg ........................................................................................................ 31 
Tabelle 2-12: DEPC-Wasser .................................................................................................... 31 
Tabelle 2-13: HBSS-Waschpuffer ............................................................................................. 32 
Tabelle 2-14: HBSS/DTT-Waschpuffer ..................................................................................... 32 
Tabelle 2-15: HBSS/EDTA-Waschpuffer .................................................................................. 32 
Tabelle 2-16: Hybridisierungspuffer .......................................................................................... 32 
Tabelle 2-17: Kathodenpuffer ................................................................................................... 32 
Tabelle 2-18: Lower-Tris-Puffer ................................................................................................ 33 
Tabelle 2-19: PBS .................................................................................................................... 33 
Tabelle 2-20: PBS-Waschpuffer ............................................................................................... 33 
Tabelle 2-21: Puffer 3 ............................................................................................................... 33 
Tabelle 2-22: RNAse-Puffer ..................................................................................................... 33 
Tabelle 2-23: Tail-Lysepuffer .................................................................................................... 34 
Tabelle 2-24: TBS-Puffer .......................................................................................................... 34 
Tabelle 2-25: TBST-Puffer ........................................................................................................ 34 
Tabelle 2-26: TE-Puffer ............................................................................................................ 34 
Tabelle 2-27: TEA-Puffer .......................................................................................................... 35 
Tabelle 2-28: Upper-Tris-Puffer ................................................................................................ 35 
Tabelle 2-29: Urea-DTT ............................................................................................................ 35 
Tabelle 2-30: Weiser Methode Lsg. A ....................................................................................... 35 
Tabelle 2-31: Weiser Methode Lsg. B ....................................................................................... 36 
Tabelle 2-32: Software und Datenbanken ................................................................................ 36 
Tabelle 2-33: Oligonukleotide für Semi-quantitative RT-PCR Analysen .................................... 39 
Tabelle 2-34: Oligonukleotide für Genotypisierungs-PCR Analysen ......................................... 40 
Tabelle 2-35: Oligonukleotide für sonstige PCR´s .................................................................... 40 
Tabelle 2-36: Primärantikörper für Westernblot und Immunhistochemie ................................... 41 
Tabelle 2-37: Sekundärantikörper für Westernblot und Immunhistochemie .............................. 42 
Tabelle 2-38: Verwendete Mauslinien und deren Herkunft ....................................................... 42 
Tabelle 2-39; Anzahl, Genotyp und Geschlecht der konstitutiven Knockout-Mauslinie ............. 43 
Tabelle 2-40: Anzahl, Genotyp und Geschlecht der induzierbaren Knockout-Mauslinie............ 43 
Tabelle 2-41: Zeitdauer der einzelnen Weiserfraktionen ........................................................... 49 
Tabelle 2-42: DNA-Verdau ....................................................................................................... 53 
Tabelle 2-43: cDNA-Synthese I ................................................................................................ 54 
Tabelle 2-44: cDNA-Synthese II ............................................................................................... 55 
Tabelle 2-45: Standard-PCR-Programm ................................................................................... 58 
  
167 Abbildungsverzeichnis 
Tabelle 2-46: qRT-PCR-Protokoll ............................................................................................. 59 
Tabelle 2-47: Genotypisierungs-PCRs ..................................................................................... 61 
Tabelle 2-48: Reaktionsansatz und PCR-Programm für Gentypisierung .................................. 62 
Tabelle 2-49: HE-Färbung ........................................................................................................ 67 
Tabelle 2-50: IHC-Protokolle .................................................................................................... 69 
Tabelle 3-1: Zusammenfassende Gegenüberstellung ............................................................ 131 
Tabelle 9-1: Auszählung konstitutiver Ko. ............................................................................... 171 
Tabelle 9-2: Auszählung konditioneller Ko. ............................................................................. 172 
Tabelle 9-3: Körpergewicht induzierte Tiere ........................................................................... 172 
Tabelle 9-4: Körpergewicht unbehandelte Tiere ..................................................................... 172 
 
  
  
168 Abkürzungsverzeichnis 
8 Abkürzungsverzeichnis 
 
AB      Antibody 
A.bidest     Aqua bi-destilliert 
ad libidum     zur freien Verfügung 
A.dest      Aqua destilliert  
Abb.      Abbildung 
APS      Ammoniumpersulfat 
bp      Basenpaare 
BrdU      Bromdesoxyuridin 
bzw.      Beziehungsweise 
casp8      DNA-Sequenz von Caspase-8 
Casp8      Caspase-8 Protein 
(c)DNA     komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
EtBr      Ethidiumbromid 
EtOH      Ethanol 
for      forward 
GAPDH     Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GV-SOLAS     Gesellschaft für Versuchstierkunde 
ggf.      gegebenenfalls 
h      Stunde 
HRP      Horseradish peroxidase 
IHC      Immunhistochemie 
i.p.      interperitoneal (in die Bauchhöhle) 
kDa      Kilodalton 
LANUV  Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz 
Lsg.      Lösung 
(m)A      (milli)Ampere 
mAb      Monoklonaler Antikörper  
max.      maximal  
  
169 Abkürzungsverzeichnis 
Med III      Medizinische Klinik III, UK Aachen 
min      Minuten  
(m)l      (milli)Liter 
(m)M      (milli)Molar  
(m)RNA     Messenger Ribonukleinsäure 
MRT      Magnetresonanztomographie 
mtA      medizinisch, technische Assistentin 
nm      Nanometer 
µ      Micro (10-6) 
OP      Operation 
pAb      polyklonaler Antikörper 
PCR      Polymerase-Ketten-Reaktion 
rev      reward 
rpm      Umdrehungen pro Minute 
RT      Raumtemperatur 
RTU      ready to use 
TA      Anlagerungstemperatur 
TEM      Transmissionselektronenmikroskop 
Temp      Temperatur 
TJ      Tight Junctions 
sek      Sekunde 
UK Aachen     Uniklinikum Aachen 
unverd.     unverdünnt 
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9 Anhang 
 
9.1 Histo-Scoring 
 
Schweregrad: 0 ≙ keine Entzündung 
  1 ≙ mild = kleine fokale Areale, nur Lamina propia;  
  2 ≙ mäßig – schwer = multifokale, lokal extensive Inflammationen;  
Fläche: 0 ≙ 0 - 1% veränderte Fläche 
  1 ≙ 1 – 30% veränderte Fläche 
  2 ≙ 40 – 70% veränderte Fläche 
Paneth-Zellen: 0 ≙ < 4 Paneth-Zellen pro Krypte 
   1 ≙ 3 - 4 Paneth-Zellen pro Krypte 
   2 ≙ >3 Paneth-Zellen pro Krypte 
Infiltration von Granulozyten: 0 ≙ 0 - 1 eingewanderte Zelle pro 100 µm 
     1 ≙ 1 - 3 eingewanderte Zellen pro 100 µm 
     2 ≙ >3 eingewanderte Zellen pro 100 µm 
Ø Abgestorbene Zellen pro Krypte: 0 ≙ 0 – 0,5 kondensierte Zellkerne 
     1 ≙ 0,5 - 1 kondensierte Zellkerne  
     2 ≙ < 1 kondensierte Zellkerne 
 
9.2 DSS-Scoring 
 
Krypthenschädigung  0 ≙ intakte Krypten 
    1 ≙ Verlust ein – zwei Kryptendrittels 
    2 ≙ Kompletter Kryptenverlust  
    3 ≙ Veränderung der epithelialen Oberfläche durch Erosion  
Blutung: 0≙ kein Blut im Stuhl 
  1 ≙ verstecktes Blut (Hämoglobin-Test+) 
  2 ≙ verstecktes Blut (Hämoglobin-Test++) 
  3 ≙  optisch sichtbaren Blut im Stuhl 
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Stuhlgang 0 ≙ normal geformter Stuhlgang 
  1 ≙ pastöser Stuhlgang, der nicht am After klebt 
  3 ≙ pastöser Stuhlgang, der am After klebt 
  2 ≙  flüssiger Stuhlgang bzw. Diarrhöen 
Gewichtsverlust 0 ≙ 0 -5% Gewichtsverlust 
   1 ≙ 5 – 10 % Gewichtsverlust 
   2 ≙ 10 – 15% Gewichtsverlust 
   3 ≙ < 15 % Gewichtsverlust 
 
9.3 Auszählung kondensierte Zellkerne 
 
Tabelle 9-1: Auszählung konstitutiver Ko. 
Tier. Maus1 Maus2 Maus3 
Ø Wt 
Maus4 'Maus5 Maus6 
Ø Ko 
Genotyp 
cre+ 
+/ko 
cre+ 
+/ko 
cre- 
ko/ko 
cre+ 
ko/ko 
cre+ 
ko/ko 
cre+ 
ko/ko 
Ø Anzahl 
kond. 
Zellkerne  
Duo 
Krypte 0,06 0,024 0,17 0,156 0,92 0,9 0,96 0,93 
Zotte 0,02 0,06 0,01 0,03 0,1 0,1 0,05 0,08 
Je 
Krypte 0,06 0,04 0,08 0,06 1,2 0,78 0,98 0,99 
Zotte 0,03 0 0,02 0,025 0,06 0,16 0,04 0,09 
Il pr 
Krypte 0,04 0,07 0,12 0,07 0,72 0,7 0,95 0,79 
Zotte 0,02 0,02 0,01 0,02 0,08 0,16 0,13 0,12 
Il ter 
Krypte 0,02 0,08 0,064 0,05 0,56 1 0,76 0,75 
Zotte 0,06 0,04 0,02 0,04 0,02 0,14 0,08 0,08 
  
  
172 Anhang 
Tabelle 9-2: Auszählung konditioneller Ko.  
Tier. Maus1 Maus2 Maus3 
Ø Wt 
Maus4 'Maus5 Maus6 
Ø Ko 
Genotyp 
Ert2 
ko/ko 
Ert2 
ko/ko 
Ert2 
ko/ko 
∆int ∆int ∆int 
Ø Anzahl 
kond. 
Zellkerne  
Duo 
Krypte 0,08 0,02 0,05 0,05 0,74 1,14 0,42 0,77 
Zotte 0,04 0,02 0,03 0,02 0,18 0,48 0,18 0,28 
Je 
Krypte 0,06 0,24 0,1 0,13 0,74 0,86 0,62 0,74 
Zotte 0,02 0,02 0,3 0,11 0,12 0,1 0,1 0,11 
Il pr 
Krypte 0,1 0,04 0,07 0,07 0,52 1,16 0,64 0,77 
Zotte 0,04 0,04 0,08 0,05 0,1 0,14 0,14 0,13 
Il ter 
Krypte 0,14 0,02 0,08 0,08 0,44 0,88 0,64 0,65 
Zotte 0,04 0,02 0,01 0,02 0,08 0,18 0,08 0,11 
 
9.4 Körpergewicht DSS-Colitis 
 
 
Tabelle 9-3: Körpergewicht induzierte Tiere 
Casp8
Δint
 Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8 
Maus 1 21,8 23,2 22,9 22,3 21,4 20,7 18,3 16,9 15,7 
Maus 2 23,3 23,7 23,5 23,2 23 22,7 21,2 19,4 17,8 
Maus 3 23,4 23 22,9 22,5 21,6 21,3 20,3 19,2 17,8 
Maus 4 26,1 26,6 26,7 25,6 25,5 23,7 21,5 18,9 17,6 
Maus 5 28 27,4 27,4 26,8 26,5 25,3 22,7 22,3 21,7 
Maus 6 24,3 25,2 25,3 24,2 23,4 21,9 20,2 19,3 17,8 
Maus 7 28,9 29,2 29,2 28,7 28,1 24,4 23,3 21,4 19,3 
 
Tabelle 9-4: Körpergewicht unbehandelte Tiere 
Casp8
Ert2 ko/ko
 
Tag 0
 
Tag 1
 
Tag 2
 
Tag 3
 
Tag 4
 
Tag 5
 
Tag 6
 
Tag 7
 
Tag 8
 
Maus 1  26,3  26,5  26,8  26,6 25,7 24,6 22,8 20,6   19,2 
Maus 2  21,8  21,8  22,1  21,8  21,9 21,2 19,8  17,8 16,8 
Maus 3  22,4  22,6  22,9  22,9  22,1 21,1 19,7  18,0  16,7 
Maus 4 23,3 23,6 23,6 23,5 23,3 23,2 21,5 19,7 17 
Maus 5 23,6 23,9 24,2 24,4 24,2 23,3 21,5 19,4  - 
Maus 6 24,6 25,5 25 25,5 26 24,9 23 20,3 - 
Maus 7 23,8 24,1 23,6 24,1 24,1 23,2 22,4 20,4 - 
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